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"N-DESOXYRIBOSYLTRANSBTSUiSES DE LACTOBACILLES ^ SEQUENCES 
NUCLEOTIDIQUES COBBESPOimANTES ET LEURS APPLICATIONS" 

La presents invention est relative au domaine de la 
biologie, et plus particulierement de la production 
microbiologique d' analogues de bases. La presente 
5 invention concerne de nouveaux polypeptides et leurs 
fragments, isoles de Lactobacillus r ayant au moins une 
activite N~desoxyribosyltransf erase, les polynucleotides 
codant lesdits polypeptides, les vecteurs de clonage 
et/ou d' expression incluant lesdits polynucleotides, les 

10 cellules transformees par lesdits vecteurs et les 
anticorps sp6cifiques diriges centre lesdits 
polypeptides. L' invention concerne egalement un procede 
. de synthese enzymatique de desoxyribonucleosides . 

Les analogues de nucleosides dont la structure 

15 comporte des alterations du sucre ou de la base 
heterocyclique, forment une famille de molecules actives 
dans le traitement de nombreuses infections 
bacteriennes, virales, parasitaires et fongiques ainsi 
que dans la chimiotherapie antitumorale [Perigaud et 

20 coll, 1992] . Par ailleurs les proprietes insecticides et 
herbicides de certains antibiotiques nucleosidiques en 
font des agents potentiels dans le secteur de 
1 ' agrochimie et de 1 ' environnement [Isono, 1988]. 
L' Industrie emploie deux modes de production de ces 

25 analogues, la synthese organique et la conversion 
biocatalytique (conversion enzymatique et conversion 
microbiologique) , qui presentent avantages et 
inconvenients opposes. La synthese organique permet 
d'acceder aux structures chimiques les plus variees mais 
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necessite des etapes multiples et couteuses en reactifs 
et en solvants. Au contraire, les methodes 
biocatalytiques permettent una production aisee en 
milieu aqueux mais limitee a un petit nombre de composes 
5 possibles du fait de la specif icite des enzymes, qui 
admettent une gamme limitee d' analogues a la place de 
leurs substrats physiologiques . Les nucleosides 
phosphorylases et N-desoxyribosyltransf erase,. qui 
proviennent des voies de sauvegarde des purines et 

10 pyrimidines chez les . bacteries, sont les enzymes les 
plus utilisees pour ces conversions enzymatiques 
(Krenisky et coll, 1981) . 

II existe done une necessite urgente d' obtenir des 
enzymes de conversion de nucleosides et de leurs 

15 derives, ayant une activite enzymatique elargie afin de 
diversifier la production industrielle de ces composes. 
C/est le probleme technique que se propose de resoudre 
les inventeurs de la presente invention. 

La N-desoxyribosyltransf erase de Lactobacillus 

20 leichmannii ainsi que celle de L. helveticus, 
partiellement purif iee ou non, se revele etre le 
meilleur donneur de groupement glycosyl et tolere un 
nombre important de variations structurales sur la base. 
Cette enzyme a et§ utilisee pour produire un certain 

25 nombre d' analogues parmi lesquels il convient de citer 
la 2-chloro, 2 ' -desoxyadenosine (Carson et coll, 1984), 
les 2 ' , 3 ' -didesoxynucleosides des bases naturelles 
(Carson et Wasson, 1988) ou encore plusieurs 
pyrazolo (3, 4-d) pyrimidine et triazolo (4, 5-d) pyrimidine 

30 derives de la 2 ' , 3 ' -didesoxycytidine et de la base 
correspondante (Fischer et coll, 1990) . 
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Dans le but de disposer d' enzymes recombinantes 
capables de traiter la plus large variete de substrats 
deviants soit par la base ou par le sucre, les 
inventeurs ont isole des genes codant pour une activite 
5 N-desoxyribosyltransf erase de differentes souches de 
lactobacilles. Cette variete d' enzymes N- 

desoxyribosyltransf erase permet d'augmenter les chances 
d' obtenir des enzymes a la specif icite elargie par des 
mutations dans les genes sauvages ou par des chimeres de 
10 ces genes sauvages. 

Deux classes de N~desoxyribosyltransf erase ont ete 
distinguees (Danzin et Cardinaud, 1976), la premiere 
(classe I) designe ptd (pour purine 

transdesoxyribosylase) catalysant exclusivement 

15 I'echange de desoxyribose entre deux purines: 

dR-Pur + Pur' <-> dR-Pur* + Pur 
et la deuxieme (classe II) designes ntd (pour 
nucleoside transdesoxyribosylase), 1 ' echange de 
desoxyribose entre une purine et une pyrimidine, entre 
20 deux pyrimidines ou entre deux purines: 

dR~Pyr + Pur <-> dR-Pur + Pyr 
dR-Pyr + Pyr' <-> dR-Pyr' + Pyr 
dR-Pur + Pur* <-> dR-Pur' + Pur 
Seuls deux genes specifiant des enzymes de classe 
25 II, designes ntd, ont ete rapportes a ce jour (Hiick, 
1997 ; dbj IBAA92683.2 I (AB039914)). 

La presents invention a done pour objet un 
polypeptide isole ou purifie de Lactobacillus ayant au 
moins une activite N-desoxyribosyltransf erase de sequence 
30 d'acides amines choisi parmi les sequences SEQ ID N*'2, 
SEQ ID SEQ ID N°6, SEQ ID N°8, SEQ ID N^IO, SEQ ID 

N°12, SEQ ID N°14. 
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Selon un mode prefere de realisation, le 
polypeptide selon 1' invention est la N- 

desoxyribosyltransferase de SEQ ID N°2 (ou SEQ ID N''14) 
codee par le gene ntd Lh de Lactobacillus h&lveticus. 
5 Selon un second mode prefere de realisation, le 

polypeptide selon 1' invention est la N- 
desoxyribosyltransferase de SEQ ID N°4 codee par le gene 
ptd Lh de Lactobacillus helveticus. 

Selon un troisieme mode prefere de realisation, le 

10 polypeptide selon 1' invention est la N- 
desoxyribosyltransf erase de SEQ ID N°6 codee par le gene 
ntd Lf de Lactobacillus fenaentum. 

Selon un quatrieme mode prefere de realisation, le 
polypeptide selon 1' invention est la N- 

15 desoxyribosyltransferase de SEQ ID N°8 codee par le gene 
ntd de Lactobacillus crispatus . 

Selon un cinquieme mode prefere de realisation, le 
polypeptide selon 1' invention est la N- 

desoxyribosyltransferase de SEQ ID N°10 codee par le 

20 gene ntd de Lactobacillus amylovorus. 

Selon un sixieme mode prefere de realisation, le 
polypeptide selon 1' invention est la N- 
desoxyribosyltransferase de SEQ ID N°12 codee par le 
gene ntd de Lactobacillus acidophilus. 

25 Le polypeptide isole selon 1' invention se 

caracterise en ce qu' il comprend un polypeptide choisi 
parmi (a) un polypeptide de sequence SEQ ID N°2, SEQ ID 
N^4, SEQ ID N°6, SEQ ID N°8, SEQ ID N^IO, SEQ ID N°12, 
SEQ ID N''14; (b) un polypeptide variant de polypeptide 

30 de sequences d' acides amines defini en a) ; (c)un 
polypeptide homologue au polypeptide defini en (a) ou 
(b) et comportant au moins 80 % d' identite, de 
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preference 85 87 %, 90 %, 95 % , 97 % 98 %, 99 % 

d' identite avec ledit polypeptide de a) ; (d) un 
fragment d' au moins 15 acides amines consecutif s de 
preference 17, 20, 23, 25, 30, 40, 50, 100, 250 amino- 
5 acides consecutif s d'un polypeptide defini en a), b) ou 
c) ; et (e) un fragment biologiquement act if d'un 
polypeptide defini en a), b) ou c) . 

Le polypeptide selon 1' invention se caracterise en 
ce qu'il permet de satisfaire 1' exigence en guanine de 

10 certaines souches bacteriennes telles PAK6 qui est une 
souche d^E. coli dont les deux genes de 1 ' operon guaBA^ 
qui commandent la conversion de IMP en XMP puis en GMP, 
ainsi que ceux de 1 ' operon deoCABD qui coiranandent la 
degradation des desoxynucleosides, ont ete deletes. En 

15 effet, ces souches pour survivre ou croitre necessitent 
I'apport de desoxyguanosine (dR-G) dans le milieu de 
culture et la presence d'une activite N- 
desoxyribosyltransf erase d'un polypeptide selon 
1' invention pour r6aliser I'echange: dR-G + A <-> dR-A + 

20 G. 

Dans la presente description, on utilisera le 
terme polypeptide pour designer egalement une proteine 
ou un peptide. 

On entendra par polypeptide variant 1' ensemble des 

25 polypeptides mutes pouvant exister naturellement , en 
particulier chez I'etre humain, et qui correspondent 
notamment a des troncatures, substitutions, deletions 
et/ou additions de residus d' amino-acides . 

Par polypeptide homologue, on entendra designer les 

30 polypeptides presentant, par rapport aux 

des oxyribosyltransf erases naturelles de LactojbacilJus 
selon 1' invention, certaines modifications comme en 
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particulier une deletion, addition ou substitution d' au 
moins un acide amine, une troncature, un allongement 
et/ou une fusion chimerique. Parmi les polypeptides 
homologues, on prefere ceux dont la sequence d' acides 
5 amines presente au moins 80% d'identite, de preference 
d'au moins 85%, 87%, 90%, 93%, 95%, 97%, 98%, 99% 
d'identite avec les sequences d'acides amines des 
polypeptides selon 1' invention. Dans le cas d'une 
substitution, un ou plusieurs acides amines consecutifs 

10 ou non consecutifs, peuvent etre remplaces par des 
acides amines « equivalents ». L' expression acide amine 
<< equivalent » vise ici a designer tout acide amine 
susceptible d'etre substitue a I'un des acides amines de 
la structure de base sans cependant modifier les 

15 caracteristiques ou proprietes f onctionnelles 

essentielles, comme leurs activites biologiques (c'est- 
a-dire de desoxyribosyltransf erase) , des polypeptides 
correspondants telles que 1' induction in \^ivo 
d'anticorps capables de reconnaltre le polypeptide dont 

20 la sequence d' acides amines est comprise dans la 
sequence d' acides amines SEQ ID N''2, . SEQ ID N''4, SEQ ID 
N**6, SEQ ID N°8, SEQ ID N°10, SEQ ID N'^IZ, SEQ ID N°14, 
ou I'un de ses fragments. Ces acides amines equivalents 
peuvent etre determines soit en s'appuyant sur leur 

25 homologie de structure avec les acides amines auxquels 
ils se substituent, soit sur les resultats des essais 
d'activite biologique croisee auxquels les differents 
polypeptides sont suscfeptibles de donner lieu. A titre 
d'exemple, on mentionnera les possibilites de 

30 substitutions susceptibles d'etre effectuees sans qu'il 
en results une modification approfondie des activites 
biologiques des polypeptides modifies correspondants. 
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les remplacementS;. par exemple, de la leucine par la 
valine ou 1' isoleucine, de I'acide aspartique par 
I'acide glutamique, de la glutamine par 1' asparagine, de 
I'arginine par la lysine etc., les substitutions 
5 inverses etant naturellement envisageables dans les 
memes conditions. 

Par fragment de polypeptide, on entend designer un 
polypeptide comportant au minimum 15 acides amines 
consecutifs, de preference 17, 20, 23, 25, 30, 40, 50, 

10 100,' 250 amino-acides consecutifs. Les fragments de 
polypeptide selon 1' invention obtenus par clivage dudit 
polypeptide par une enzyme proteolytique, par un reactif 
chimique, ou encore en plagant ledit polypeptide dans un 
environnement tres acide font egalement partie de 

15 1' invention. 

Par fragment biologiquement act if, on entendra 
designer en particulier un fragment de sequence d' acides 
amines de polypeptide selon 1' invention presentant au 
moins une des caracteristiques ou proprietes 

20 f onctionnelles du polypeptide selon 1' invention, 
notamment en ce qu' il comporte une activite N- 
desoxyribosyltransf erase. Le polypeptide variant, le 
polypeptide homologue ou le fragment de polypeptide 
selon 1' invention possede au moins 10%, de preference 

25 20% , 30 , 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% de 
1 ' activite N-desoxyribosyltransf erase . 

Differents protocoles connus de I'homme de 1' art 
ont ete decrits pour introduire des mutations dans les 
polypeptides. Parmi ceux~ci il convient de citer a titre 

30 d' exemple la reaction de polymerisation en chaine (PGR) 
en presence de manganese (Cadwell et ai., 1992). Les 
mutations peuvent etre introduites soit de maniere 



wo 03/0251 63 PCT/FR02/031 20 



aleatoire - dans ce cas I'etape de mutagenese est suivie 
d'une etape de criblage du mutant d'interet - soit de 
maniere ciblee. Dans ce dernier cas, les mutations sont 
de preference introduites au niveau du site catalytique 
5 des N~desoxyribosyltransf erases selon . 1' invention. 

De preference un polypeptide selon 1' invention est 
un polypeptide constitue de la sequence SEQ ID N°2, SEQ 
ID N'*4, SEQ ID N°6, SEQ ID N^'S, SEQ ID N'^IO, SEQ ID 
N**12, SEQ ID N**14 ou d' une sequence poss6dant au moins 

10 80% d'identite, de preference au moins 85%, 90%, 95%, 
98% et 99% d' identity avec la SEQ ID N°2, SEQ ID N*'4, 
SEQ ID N^'e, SEQ ID N^8, SEQ ID N'^IO, SEQ ID N''12, SEQ ID 
N°14 apres alignement optimal. Par polypeptide dont la 
sequence d' acides amines presentant un pourcentage 

15 d'identite d' au moins 80%, de preference d'au moins 85%, 
90%, 95%, 98% et 99% apres alignement optimal avec une 
sequence de reference, on entend designer les 
polypeptides presentant certaines modifications par 
rapport au polypeptide de reference, comme en 

20 particulier une ou plusieurs deletions, troncations, un 
allongement, une fusion chimerique, et/ou une ou 
plusieurs substitutions - 

Parmi les polypeptides dont la sequence d' acides 
amines presente un pourcentage d' identite d' au moins 

25 80%, de preference d'au moins 85%, 90%, 95%, 98% et 99% 
apres alignement optimal avec les sequences SEQ ID N° 2, 
SEQ ID N°4, SEQ ID N°6, SEQ ID N°8, SEQ ID N°10, SEQ ID 
N*'12, SEQ ID N°14 ou avec 1 ' un de leurs fragments selon 
1' invention, on prefere les polypeptides variants codes 

30 par les sequences peptidiques variantes telles que 
precedemment definies, en particulier les polypeptides 
dont la sequence d' acides amines presente au moins une 
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mutation correspondant notaminent a une troncation, 
deletion, substitution et/ou addition d'au moins un 
residu d'acide amine par rapport aux sequences SEQ ID 
N°2, SEQ ID N°4, SEQ ID N^6, SEQ ID N°8, SEQ ID N^IO, 
5 SEQ ID N*'12, SEQ ID N°14 ou avec I'un de leurs fragments 
; de maniere plus preferee, les polypeptides variants 
presentant au moins une mutation qui diminue la 
specif icite du polypeptide selon 1' invention pour son 
substrat, de sorte que les polypeptides variants selon 
10 1' invention sont capables de catalyser une plus large 
variete de substrat, afin d'obtenir une gamme plus 
etendue d' analogues de base. 

L' invention concerne egalement un polynucleotide 
purifie ou isole caracterise en ce qu' il code pour un 
15 polypeptide tel que defini precedemment , et de 
preference pour un polypeptide de sequence SEQ ID N^'Z, 
SEQ ID NM, SEQ ID N^6, SEQ ID N°8, SEQ ID N^'lO, SEQ ID 
N°12, SEQ ID N°14. De maniere preferee, le 
polynucleotide selon 1' invention possede la sequence SEQ 
20 ID N°l, SEQ ID N°3, SEQ ID N^5, SEQ ID N°7, SEQ ID N^9, 
SEQ ID N°ll, SEQ ID N^13. 

Le polynucleotide isole ou purifie selon 
1' invention se caracteris6 en ce qu' il comprend un 
polynucleotide choisi parmi (a) SEQ ID N'^l, SEQ ID N^'S, 
25 SEQ ID N^5, SEQ ID N°7, SEQ ID N°9, SEQ ID N°ll, SEQ ID 
N^'IS ; (b) la sequence d'un fragment d'au moins 15 
nucleotides consecutifs, de preference d'au moins 18, 
21, 24, 27, 30, 35/ 40, 50, 75, 100, 150, 200 
nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID N^'l, SEQ 
30 ID N°3, SEQ ID N°5, SEQ ID N°7, SEQ ID N°9, SEQ ID N°ll, 
SEQ ID N°13; (c) une sequence nucleique presentant un 
pourcentage d' identite d'au moins 70 %, de preference 
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d'au moins 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% et 99% apres 
alignement optimal avec une sequence definie en a) ou 
b) ; (d) la sequence complementaire ou la sequence d'ARN 
correspondant a une sequence telle que definie en a), b) 
5 ou c) . 

Le polynucleotide selon 1' invention se caracterise 
egalement en ce que son expression dans les cellules 
hotes, notamment les souches bacteriennes telles PAK6^ 
permet de satisfaire a 1' exigence en guanine de la dite 

10 souche. La souche PAK6 a ete deposee a la CNCM le 2 mai 
2001 sous le N"" 1-2664. La souche PAK6 correspond a la 
souche bacterienne d' jEJscherichia coli MG 1655 deletee de 
deux genes guaA et guaB ainsi que des genes deoC, deoA, 
deoB, d6oD. La souche PAK6 (AguaBA::gin Adeo-11) est 

15 auxotrophe pour la guanine en milieu minimal glucose. 

Par acide nucleique, sequence nucleique ou d' acide 
nucleique, polynucleotide, oligonucleotide, sequence de 
polynucleotide, sequence nucleotidique, termes qui 
seront employes indif f eremment dans la presente 

20 description, on entend designer un enchainement precis 
de nucleotides, modifies ou non, permettant de definir 
un fragment ou une region d'un acide nucleique, 
comportant ou non des nucleotides non naturels, et 
pouvant correspondre aussi bien a un ADN double brin, un 

25 ADN simple brin que des produits de transcription 
desdits ADN, et/ou un fragment d'ARN. 

II doit etre compris que la presente invention ne 
concerne pas les sequences nucleotidiques dans leur 
environnement chromosomique naturel, c' est-a-dire a 

30 1-' etat naturel. II s'agit de sequences qui ont ete 
isolees et/ou purifiees, c' est-a-dire qu' elles ont ete 
prelevees directement ou indirectement , par exemple par 
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copie, leur environnement ayant ete au moins 
partiellement modifie. On entend ainsi egalement 
designer les acides nucleiques obtenus par synthase 
chimique . 

5 Par polynucleotide de sequence complement aire, on 

entend designer tout ADN dont les nucleotides sont 
complement aires de ceux de la SEQ ID N°l, SEQ ID N°3, 
SEQ ID N°5, SEQ ID N°7, SEQ ID N°9, SEQ ID N°ll, SEQ ID 
Wl3 ou d'une partie de la SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ 

10 ID N° 5, SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 9, SEQ ID 11, SEQ ID 

N^'IS et dont 1' orientation est inversee. 

Par « pourcentage d'identite » entre deux sequences 
d' acides nucleiques ou d' acides amines au sens de la 
presente invention, on entend designer un pourcentage de 

15 nucleotides ou de residus d' acides amines identiques 
entre les deux sequences a comparer, obtenu apres le 
meilleur alignement, ce pourcentage etant purement 
statistique et les differences entre les deux sequences 
^tant reparties au hasard et sur toute leur longueur. On 

20 entend designer par "meilleur alignement" ou "alignement 
signif icatif ", 1' alignement pour lequel le pourcentage 
d'identite determine comme ci-apres est le plus eleve. 
Les comparaisons de sequences entre deux sequences 
d' acides nucleiques ou d' acides amines sont 

25 traditionnellement realisees en comparant ces sequences 
apres les avoir alignees de maniere significative, 
ladite comparaison etant realisee par segment ou par 
« fenetre de comparaison » pour identifier et comparer 
les regions locales de similarity de sequence. 

30 L' alignement signif icatif des sequences pour la 
comparaison pent etre realise, outre manuellement, au 
moyen de I'algorithme d' homologie locale de Smith et 
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Waterman (1981), au moyen de I'algorithme d'homologie 
locale de Neddleman et Wunsch (1970) , au moyen de. la 
methode de recherche de similarite de Pearson et Lipman 
(1988) , au moyen de logiciels inf ormatiques utilisant 
5 ces algorithmes (GAP, BESTFIT, BLAST P, BLAST FASTA 
et TFASTA dans le Wisconsin Genetics Software Package, 
Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI) . 
Afin d' obtenir I'alignement signif icatif , on utilise de 
preference le programme BLAST, avec la matrice BLOSUM 
10 62. On peut egalement utiliser les matrices PAM ou 
PAM250. 

Le pourcentage d' identite entre deux sequences 
d'acides nucleiques ou d'acides amines est determine en 
comparant ces deux sequences alignees de maniere 

15 significative, la sequence d' acides nucleiques ou 
d'acides amines a comparer pouvant comprendre des 
additions ou des deletions par rapport a la sequence de 
reference pour un alignement significatif entre ces deux 
sequences. Le pourcentage d' identite est calcule en 

20 determinant le nombre de positions identiques pour 
lesquelles le nucleotide ou le residu d' acide amine est 
identique entre les deux sequences, en divisant ce 
nombre de positions identiques par le nombre total de 
positions comparees et en multipliant le resultat obtenu 

25 par 100 pour obtenir le pourcentage d' identite entre ces 
deux sequences. 

Par sequences nucleiques presentant un pourcentage 
d' identite d' au moins 70%, de preference d'au moins 75%, 
80%, 85%, 90%, 95%, 98% et 99% apres alignement 

30 significatif avec une sequence de reference, on' entend 
designer les sequences nucleiques presentant, par 
rapport a la sequence nucleique de reference, certaines 
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modifications comme en particulier une deletion, une 
troncation, un allongement, une fusion chimferique, et/ou 
une substitution, notamment ponctuelle, et dont la 
sequence nucl6ique presente au moins 70%, de preference 
5 au moins 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% et 99% d'identite 
apres alignement significatif avec la sequence nucleique 
de reference. II s'agit de preference de sequences dont 
les sequences complementaires sont susceptibles de 
s'hybrider specif iquement avec les sequences SEQ ID N°l, 

10 SEQ ID N°3, SEQ ID N'^S, SEQ ID N*'7, SEQ ID N"9, SEQ ID 
N°ll, SEQ ID N°13 de 1' invention. De preference, les 
conditions d' hybridation specif iques ou de forte 
stringence seront telles qu' elles assurent au moins 70%, 
de preference d'au moins 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% et 

15 99% d'identite apres alignement significatif entre I'une 
des deux sequences et la sequence complement a ire de 
1' autre. Une hybridation dans des conditions de forte 
stringence signifie que les conditions de temperature et 
de force ionique sont choisies de telle maniere qu' elles 

20 permettent le maintien de 1' hybridation entre deux 
fragments d'ADN complementaires. A titre illustratif, 
des conditions de forte stringence de I'etape 
d' hybridation aux fins de definir les fragments 
polynucl6otidiques decrits ci-dessus, sont 

25 avantageusement les suivantes : 1' hybridation ADN-ADN ou 
ADN-ARN est realisee en deux etapes : (1) prehybridation 
a 42 °C pendant 3 heures en tampon phosphate (20 mM, pH 
7,5) contenant 5 x SSC (1 x SSC correspond a une 
solution 0,15 M NaCl + 0,015 M citrate de sodium), 50 % 

30 de formamide, 7 % de sodium dodecyl sulfate (SDS) , 10 x 
Denhardt's, 5 % de dextran sulfate et 1% d'ADN de sperme 
de saumon ; (2) hybridation proprement dite pendant 20 
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heures a une temperature dependant de la taille de la 
sonde (c ' est-a-dire : 42^C, pour une sonde de taille > 
100 nucleotides) suivie de 2 lavages de 20 minutes a 
20°C en 2 X SSC + 2 % SDS, 1 lavage de 20 minutes a 20°C 
5 en 0,1 X SSC + 0,1 % SDS. Le dernier lavage est pratique 
en 0,1 X SSC + 0,1 % SDS pendant 30 minutes a 60°C pour 
une sonde de taille > 100 nucleotides. Les conditions 
d' hybridation de forte stringence decrites ci-dessus 
pour un polynucleotide de taille definie, peuvent etre 

10 adaptees par I'homme du metier pour des oligonucleotides 
de taille plus grande ou plus petite, selon 
1' enseignement de Sambrook et al., 1989. 

Parmi les sequences nucleiques presentant un 
pourcentage d'identite d'au moins 70 %, de preference 

15 d'au moins 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% et 99% apres 
alignement significatif avec la sequence selon 
1' invention, on prefere egalement les sequences 
nucleiques variantes de SEQ ID lN!°l, SEQ ID N'^S, SEQ ID 
N°5, SEQ ID N°7, SEQ ID N°9, SEQ ID N°ll, SEQ ID N°13, 

20 ou de leurs fragments, c'est-a-dire I'ensemble des 
sequences nucleiques correspondant a des variants 
alleliques, c' est-a-dire des variations individuelles 
des sequences SEQ ID N^'l, SEQ ID N^'B, SEQ ID N°5, SEQ ID 
N°7, SEQ ID N*'9, SEQ ID N^'ll, SEQ ID N'^IS. 

25 Plus particulierement , 1' invention concerne un 

acide nucleique purifie ou isole selon la presente 
invention, caracterise en ce qu'il comprend ou est 
constitue de I'une des sequences SEQ ID N'^l, SEQ ID N*'3, 
SEQ ID N**5, SEQ ID N°7, SEQ ID N°9, SEQ ID N^'ll, SEQ ID 

30 N**13 de leurs sequences complementaires ou des sequences 
de I'ARN correspondant a SEQ ID N° 1, SEQ ID N°3, SEQ ID 
N°5, SEQ ID ^^"^7, SEQ ID N°9, SEQ ID N°ll, SEQ ID N°13. 
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Les amorces ou sondes, caracterisees en ce qu'elles 
comprennent une sequence d'un acide nucleique selon 
1' invention, font egalement partie de 1' invention. 
Ainsi, les amorces ou les sondes selon 1' invention sont 
5 utiles pour la detection, 1' identification, le dosage ou 
1' amplification de sequence d' acide nucleique. En 
particulier, ils peuvent permettre de mettre en evidence 
ou de discriminer les sequences nucleiques variantes, ou 
d'' identifier la sequence genomique de nouveaux genes 
10 eucaryotes ou procaryotes, bacteriens notamment, et plus 
precisement de bacteries Lactobacillus, codant pour une 
N-desoxyribosyltransferase, en utilisant notamment une 
methode d' amplification telle que la methode PGR, ou une 
methode apparentee. Selon 1' invention, les 

15 polynucleotides pouvant etre utilises comme sonde ou 
comme amorce dans des precedes de detection, 
d' identification^ de dosage ou d' amplification de 
sequence nucleique, present ent une taille minimale de 10 
bases, de pr6f6rence d'au moins 15, 18^ 20, 25, 30, 40, 
20 50 bases. Selon un mode de realisation, les amorces 
selon 1' invention sont choisies parmi les sequences SEQ 
ID N° 15 et SEQ ID N° 16. 

Les polynucleotides selon 1' invention peuvent ainsi 
etre utilises comme amorce et/ou sonde dans des procedes 
25 mettant en oeuvre notamment la technique de PGR 
(amplification en chaine par polymerase) (Rolfs et al., 
1991) . Gette technique necessite le choix de paires 
d' amorces oligonucleotidiques encadrant le fragment qui 
doit etre amplifie. On peut, par exemple, se referer a 
30 la technique decrite dans le brevet americain U.S. N° 4 
68 3 2 02. Les fragments amplifies peuvent etre 
identifies, par exemple apres une electrophorese en gel 
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d' agarose ou de polyacrylamide, ou apres une technique 
chromatographique coirane la filtration sur gel ou la 
chromatographie echangeuse d'ions, puis sequences. La* 
specificite de 1' amplification peut etre controlee en 
5 utilisant comme amorces les sequences nucleotidiques de 
polynucleotides de 1' invention et cornine matrices, des 
plasmides contenant ces sequences ou encore les produits 
d' amplification derives. Les fragments nucleotidiques 
amplifies peuvent etre utilises corome r^actifs dans des 

10 reactions d' hybridation afin de mettre en evidence la 
presence, dans un echantillon biologique, d' un acide 
nucleique cible de sequence complementaire a celle 
desdits fragments nucleotidiques amplifies. L' invention 
vise 6galement les acides nucleiques susceptibles d'etre 

15 obtenus par amplification a I'aide d' amorces selon 
1' invention. 

D' autres techniques d'' amplification de 1' acide 
nucleique cible peuvent etre avantageusement employees 
comme alternative a la PGR (PCR-like) a I'aide de couple 

20 d' amorces de sequences nucleotidiques selon 1' invention. 
Par PCR-like on entend designer toutes les methodes 
mettant en oeuvre des reproductions directes ou 
indirectes des sequences d' acides nucleiques, ou bien 
dans lesquelles les systemes de marquage ont ete 

25 amplifies, ces techniques sont bien entendu connues. En 
general il s'agit de 1' amplification de I'ADN par une 
polymerase ; lorsque 1' echantillon d' origine est un ARN 
il convient prealablement d' ef f ectuer une transcription 
reverse. II existe actuellement de tres nombreux 

30 precedes permettant cette amplification, comme par 
exemple la technique SDA (Strand Displacement 
Amplification) ou technique d' amplification a 
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deplacement de brin (Walker et al . , 1992), la technique 
TAS (Transcription-based Amplification System) decrite 
par Kwoh et aJ. (1989), la technique 3SR (Self-Sustained 
Sequence Replication) decrite par Guatelli et ai. 
5 (1990), la technique NASBA (Nucleic Acid Sequence Based 
Amplification) decrite par Kievitis et al. (1991), la 
technique TMA (Transcription Mediated Amplification) , la 
technique LCR (Ligase Chain Reaction) decrite par 
Landegren et al. (1988), la technique de RCR (Repair 

10 Chain Reaction) decrite par Segev (1992), la technique 
CPR (Cycling Probe Reaction) decrite par Duck et al. 
(1990), la technique d' amplification a la Q-jJ-replicase 
decrite par Miele et al. (1983). Certaines de ces 
techniques ont depuis ete perf ectionnees . 

15 Dans le cas ou le polynucleotide cible ^ detecter 

est un ARNm, on utilise avantageusement, prealablement a 
la mise en oeuvre d'une reaction d' amplification a I'aide 
des amorces selon 1' invention ou a la mise en oeuvre d'un 
precede de detection a I'aide des sondes de 1' invention, 

20 une enzyme de type transcriptase inverse afin d'obtenir 
un ADNc a partir de I'ARNm contenu dans 1' echantillon 
biologique. L'ADNc obtenu servira alors de cible pour 
les amorces ou les sondes mises en oeuvre dans le precede 
d' amplification ou de detection selon 1' invention. 

25 La technique d' hybridation de sondes peut etre 

realisee de manieres di verses (Matthews et al., 1988). 
La methode la plus generale consiste a immobiliser 
I'acide nucleique extrait des cellules de differents 
tissus ou de cellules en culture sur un support (tels 

30 que la nitrocellulose, le nylon, le polystyrene) pour 
realiser par exemple des puces a ADN, puis a incuber, 
dans des conditions bien definies, I'acide nucleique 
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cible immobilise avec la sonde. Apres 1' hybridation, 
I'exces de sonde est elimine et les molecules hybrides 
formees sont detectees par la methode appropriee (mesure 
de la radioactivite, de la fluorescence ou de I'activite 
5 enzymatique liee a la sonde) , 

Selon un autre mode de mise en oeuvre des sondes 
nucl6iques selon 1' invention^ ces dernieres peuvent §tre 
utilis6es corome sondes de capture. Dans ce cas, une 
isonde, dite « sonde de capture », est immobilisee sur un 

10 support et sert a capturer par hybridation specif ique 
I'acide nucleique cible obtenu a partir de 1' echantillon 
biologique a tester et I'acide nucleique cible est 
ensuite detect e grace a une seconde sonde, dite « sonde 
de detection », marquee par un element facilement 

15 detectable* 

Parmi les fragments d' acides nucleiques 
interessants, il convient par ailleurs de citer en 
particulier les oligonucleotides anti-sens, c' est-a~dire 
dont la structure assure, par hybridation avec la 

20 sequence cible, une inhibition de 1' expression du 
produit correspondant . II faut egalement citer les 
oligonucleotides sens qui, par interaction avec des 
proteines impliquees dans la regulation de 1' expression 
du produit correspondant, induiront soit une inhibition, 

25 soit une activation de cette expression. Les 
oligonucleotides selon 1' invention presente une taille 
minimale de 9 bases, de preference d'au moins 10, 12, 
15, 17, 20, 25, 30, 40, '50 bases. 

Les sondes, amorces et oligonucleotides selon 

30 1' invention peuvent etre marques directement ou 
indirectement par un compose radioactif ou non 
radioactif, par des methodes bien connues de I'homme du 
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metier, afin d'obtenir un signal detectable et/ou 
quantifiable. Les sequences de polynucleotides selon 
1' invention non marquees peuvent §tre utilisees 
directement comme sonde ou amorce. 

Les sequences sont generalement marquees pour 
obtenir des sequences utilisables pour de nombreuses 
applications. Le marquage des amorces ou des sondes 
selon 1' invention est realise par des elements 
radioactifs ou par des molecules non radioactives . Parmi 
les isotopes radioactifs utilises, on peut citer le ^^P, 
le "P, le ^=S, le ou le "^i . Les entites non 

radioactives sont selectionnees parmi les ligands tels 
la biotine, I'avidine, la streptavidine, la dioxyg^nine, 
les haptenes, les colorants, les agents luminescents 
15 tels que les agents radioluminescents, 

ch^moluminescents, bioluminescents, fluorescents, 

phospho re scents . 

L' invention comprend egalement une m6thode de 
detection et/ou de dosage d' un polynucleotide selon 
1' invention, dans un echantillon biologique, caracterise 
en ce qu'il comporte les etapes suivantes : (i) 
d'isolement de I'ADN a partir de 1 ' echantillon 
biologique a analyser, ou obtention d' un ADNc a partir 
de I'ARN de 1' echantillon biologique ; (ii) 
25 d' amplification specif ique de I'ADN codant pour le 
polypeptide selon 1' invention a I'aide d' amorces ; (iii) 
d' analyse des produits d • amplification. C'est Egalement 
un objet de 1' invention de fournir une trousse pour la 
detection et/ou le dosage d'un acide nucleique selon 
30 1' invention, dans un echantillon biologique, caracterise 
en ce qu'il comprend les elements suivants : (i) un 
couple d' amorces nucleiques selon 1' invention, (ii) les 
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reactifs necessaires pour effectuer une reaction 
d' amplification d'ADN, et eventuellement (iii) . un 
composant permettant de verifier la sequence du fragment 
amplifie, plus particulierement une sonde selon 
5 1' invention. 

L' invention comprend aussi une methode de detection 
et/ou de dosage d' acide nucleique selon 1' invention, 
dans un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il 
comporte les etapes suivantes : (i) de mise en contact 

10 d'un polynucleotide. selon 1' invention avec un 
6chantillon biologique ; (ii) de detection et/ou de 
dosage de I'hybride forme entre ledit polynucleotide et 
I'acide nucleique de 1' echantillon biologique. C est 
egalement un objet de 1' invention de fournir une trousse 

15 pour la detection et/ou le dosage d' acide nucleique 
selon .1' invention, dans un echantillon biologique, 
caracterise en ce qu'' il comprend les elements suivants : 
(i) une sonde selon 1' invention, (ii) les reactifs 
necessaires a la mise en ceuvre d'une reaction 

20 d' hybridation, et/ou le cas ^cheant, (iii) un couple 
d' amorces selon 1' invention, ainsi que les reactifs 
necessaires a une reaction d' amplification de I'ADN. 

De preference, 1' echantillon biologique selon 
1' invention dans lequel sont realises la detection et le 

25 dosage est constitue par un milieu de culture, un broyat 
cellulaire, un fluide corporel, par exemple un serum 
humain ou animal, du sang, du lait . 

La presente invention concerne egalement les 
vecteurs recombinants de clonage et/ou d' expression 

30 comprenant un polynucleotide selon 1' invention et/ou 
exprimant un polypeptide selon 1' invention. Une telle 
cellule hote est egalement un objet de 1' invention. 
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De preference, les vecteur recombinants selon 
1' invention sent : 

- le vecteur appele pLH2 comprenant le polynucleotide 
SEQ ID N"*! tel que present dans la souche bacterienne 
5 deposee a la CNCM le 30 mai 2001 sous le N''l-2676 ; 
le plasmide pLH2 contient un fragment Alu I de 1^4 kb 
contenant le gene codant pour la N- 

desoxyribosyltransf erase de type II de Lactobacillus 
helvetxcus CNRZ32 clone dans le site Smal du plasmide 
10 pBAMS ; le plasmide pLH2, qui exprime cette enzyme, 

est propage dans la souche PAK6 auxotrophe pour la 
guanine ; 

le vecteur appele pLH4 comprenant le polynucleotide 
SEQ ID N°3 tel que present dans la souche bacterienne 

15 deposee a la CNCM le 30 mai 2001 sous le N*'l-2677 ; 

le plasmide pLH4 contient un fragment Alul de 1,6 kb 
contenant le g6ne codant pour la N- 
desoxyribosyltransf erase de type I de Lactobacillus 
helveticus CNRZ32, clone dans le site Smal du 

20 plasmide pBAM3. Le plasmide pLH4, qui exprime cette 
enzyme, est propage dans la souche PAK6 auxotrophe 
pour la guanine ; 

le vecteur appele pLF6 comprenant le polynucleotide 
SEQ ID N°5 tel que present dans la souche bacterienne 

25 deposee a la CNCM le 30 mai 2001 sous le N''I-2678 ; 

le plasmide pLF6 contient un fragment Alul de 1,36 kb 
contenant le gene codant pour la N- 
desoxyribosyltransferase de type II de Lactobacillus 
fermentum CIP102780T. Le plasmide pLF6, qui exprime 

30 cette enzyme est propage dans la souche PAK6 
auxotrophe pour la guanine ; 
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le vecteur appele pLA comprenant le polynucleotide 
. SEQ ID N'^ll tel que present dans la souche 
bacterienne deposee a la CNCM le 2.1 juin 2001 sous le 
N° 1-2589 ; le plasmide pLA correspond au plasmide 
5 pSUl9 est clone aux sites PstI et BaitiHI un insert 
contenant le gene codant pour la N- 
desoxyribosyltransf erase de type II de Lactobacillus 
acidophilus CNRZ 1296. Le plasmide est propage dans 
la souche Escherichia coli TG-I. 
10 Les vecteurs selon 1' invention comportent les 
elements necessaires a 1^ expression, et notamment, de 
pr6f 6rence un promoteur, des signaux d' initiation et de 
terminaison de la traduction, ainsi que des regions 
appropriees de regulation de la transcription. lis 
15 doivent pouvoir etre maintenus de fagon stable dans la 
cellule et peuvent eventuellement posseder des signaux 
particuliers specifiant la secretion de la proteine 
traduite. 

Les differents signaux de contrSle sont choisis en 
20 fonction de I'hote cellulaire utilise. A cet effet, les 
sequences d' acide nucleique selon 1' invention peuvent 
§tre inser6es dans des vecteurs a replication autonome 
au sein de I'hote choisi, ou des vecteurs integratifs de 
I'hote choisi. Parmi les systemes a replication 
25 autonome, on utilise de preference en fonction de la 
cellule hote, . des systemes de type 

« plasmide », « cosmide », « phagemide » ou « mini- 
chromosome », ou des systemes de type viral, les 
vecteurs viraux pouvant notamment etre des adenovirus 
30 (Perricaudet et aJ., 1992), des retrovirus, des 
lentivirus, des poxvirus ou des virus herpetiques 
(Epstein et ai . , 1992). L' homme du metier connait les 
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technologies utilisables pour chacun de ces systemes. 
Lorsque I'on souhaite 1' integration de la sequence dans 
les chromosomes de la cellule h6te, on peut utiliser par 
exemple des systemes de type plasmidique ou viral ; de 
tels virus sont, par exemple, les retrovirus (Temin, 
1986), ou les AAV (Carter, 1993). 

Parmi les vecteurs non viraux, on prefere les 
polynucleotides nus tels que I'ADN nu ou I'ARN nu selon 
la technique developpee par la societe VICAL, les 
chromosomes artificiels de bacterie (BAC^ "bacterial 
artificial chromosome"), les chromosomes artificiels de 
levure (YAC, "yeast artificial chromosome") pour 
1' expression dans la levure, les chromosomes artificiels 
de souris (MAC, "mouse artificial chromosome") pour 
15 1' expression dans les cellules murines et de mani^re 
preferee les chromosomes artificiels d'honane (HAC, 
"human artificial chromosome") pour 1' expression dans 
les cellules humaines. 

De tels vecteurs sont pr6par§s selon les methodes 
20 couramment utilisees par I'homme du metier, et les 
clones en resultant peuvent §tre introduits dans un h6te 
approprie par des methodes standard, telles que par 
exemple la lipofection, 1' electroporation, le choc 
thermique, la transformation apres permeabilisation 
25 chimique de la membrane, la fusion cellulaire. 

L' invention comprend en outre les cellules hotes, 
notamment les cellules eucaryotes et procaryotes, 
transformees par les vecteurs selon 1' invention. Parmi 
les cellules utilisables aux sens de la presente 
invention, on peut citer les bacteries et les levures. 
Selon un mode de realisation preferee de 1' invention, la 
bacterie est choisie parmi le groupe compose de 
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Lactobacillus fermentumr Lactohacillus acidophilus , 
Lactobacillus amylovorus ^ Lactobacillus crispatus 
Lactobacillus helveticum^ Lactobacillus lactis, 
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Campylobacter 
5 pylori, Helicobacter pylori, Agrobacterium tumefaciens, 
Staphylococcus aureus, Thenaophilus aquaticus, 

Azorhizobium caulinodans, Rhizobium leguminosarum. 
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitis . Selon un 
mode prefere de realisation de 1' invention, la bacterie 
10 est Lactobacillus. Selon un mode pr6fer6, il s'agit 
de : 

la bacterie transformee par le plasmide pLH2 
comprenant le polynucleotide SEQ ID N**l telle que 
deposes a la CNCM le 30 mai 2001 sous le N''I-2676 ; 
15 - la bacterie transformee par le plasmide pLH4 
comprenant le polynucleotide SEQ ID N°3 telle que 
deposee a la CNCM le 30 mai 2001 sous le N''l-2677 ; 
la bacterie transformee par le plasmide pLF6 
comprenant le polynucleotide SEQ ID N^'S telle que 
20 deposee a la CNCM le 30 mai 2001 sous le N° 1-2678 ; 

la bacterie transformee par le plasmide pLA 
comprenant le polynucleotide SEQ ID N°ll telle que 
deposee a la CNCM le 21 juin sous le N''l-2689. 

Selon un autre mode prefere de realisation la 
25 bacterie est Escherichia coli. Selon un autre mode de 
realisation de 1' invention, la cellule est une levure 
qui est de preference Saccharomyces cerevisiae^ 
Saccharomyces pombe, Candida albicans . 

Parmi les cellules hote selon 1' invention, il 
30 convient egalement de citer les cellules d' insectes, les 
cellules animales ou vegetales. 
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De preference, la cellule selon 1' invention est 
depourvue d'^ activite enzymatique susceptible de degrader 
ledit desoxyribonucleoside pr^curseur ou ledit 
desoxyribonucleoside obtenu par reaction bioenzymatique 
5 catalysee par un polypeptide selon 1' invention • 
Alternativement, ladite cellule bote peut etre pourvue 
d'activites bio-enzymatiques additionnelles destinees a 
transformer le desoxyribonucleoside precurseur, et/ou le 
desoxyribonucleoside obtenu par la reaction 
10 bioenzymatique catalysee par le polypeptide selon 
1* invention. Parmi ces activites bio-enzymatiques 
additionnelles, il convient de citer la phosphorylation, 
la sulfatation, 1 ' acetylation, la succinylation, la 
methylation . 

15 sequence d'acide nucleique codant pour les N- 

desoxyribosyltransf erases selon 1' invention est soit 
naturellement presente dans ladite cellule soit est 
introduite dans ladite cellule par les techniques de 
I'ADN recombinant connues de I'homme du metier, Selon un 

20 mode pr^fere de realisation, la sequence d'acide 
nucleique introduite dans ladite cellule par les 
techniques de I'ADN recombinant et qui code pour une N- 
desoxyribosyltransf erase selon 1' invention est 

het^rologue. On entend designer par sequence d'acide 

25 nucleique heterologue, une sequence d'acide nucleique 
qui n'est pas presente naturellement dans la cellule 
selon 1' invention. 

La presente invention concerne egalement les 
organismes metazoaires, vegetaux ou animaux, de 

30 preference les mammiferes, excepte 1' Homme, comprenant 
une desdites cellules transformees selon 1' invention. 
Parmi les animaux selon 1' invention, on prefere les 
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rongeurs, en particulier les souris, les rats ou les 
lapins, exprimant au moins un polypeptide selon 
1' invention . 

Les cellules de preference bacteriennes, ou 
5 fongiques notamment de levure, ainsi que les organismes 
metazoaires selon 1' invention sont utilisables dans une 
m6thode de production de N-desoxyribosyltransf erase 
selon 1' invention. La m^thode de production d' un 
polypeptide de 1' invention sous forme recombinante, 

10 elle-meme comprise dans la presente invention, se 
caract^rise en ce que I'on cultive les cellules 
transf ormees, notamment les cellules de la presente 
invention, dans des conditions permettant 1' expression 
et eventuellement la secretion d' un polypeptide 

15 recombinant code par une sequence d' acide nucleique 
selon 1' invention, et que I'on recupere ledit 
polypeptide recombinant. Les polypeptides recombinants 
susceptibles d' etre obtenus par cette methode de 
production font egalement partie de 1' invention. lis 

20 peuvent se presenter sous forme glycosylee ou non 
glycosylee et peuvent presenter ou non la structure 
tertiaire de la proteine naturelle. Les sequences des 
polypeptides recombinants peuvent etre egalement 
modifiees afin d'am61iorer leur solubility, en 

25 particulier dans les solvants aqueux. De telles 
modifications sont connues de I'homme du metier comme 
par exemple la deletion de domaines hydrophobes ou la 
substitution d'acides amines hydrophobes par des acides 
amines hydrophiles. 

30 Ces polypeptides peuvent etre produits a partir des 

sequences d'acide nucleique definies ci-dessus, selon 
les techniques de production de polypeptides 
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recombinants connues de I'^homme du metier. Dans ce cas, 
la sequence d'acide nucleique utilisee est placee sous 
le controle de signaux permettant son expression dans un 
hote cellulaire. 
5 Un systeme efficace de production d'un polypeptide 

recombinant necessite de disposer d'un vecteur et d'une 
cellule hote selon 1' invention. Ces cellules peuvent 
etre obtenues par 1' introduction dans des cellules hotes 
d'une sequence nucleotidique inseree dans un vecteur tel 
10 que defini ci-dessus, puis la mise en culture desdites 
cellules dans des conditions permettant la replication 
et/ou 1' expression de la sequence nucl6otidique 
transf ect^e . 

Les precedes utilises pour la purification d' un 

15 polypeptide recombinant sont connus de I'homme du 
metier. Le polypeptide recombinant peut etre purifie a 
partir de lysats et extraits cellulaires, du surnageant 
du milieu de culture, par des methodes utilis^es 
individuellement ou en combinaison;. tels que le 

20 f ractionnement, les methodes de chromatographies les 
techniques d' immunoaf finite it I'aide d'anticorps 
monoclonaux ou polyclonaux specif iques, etc. Une 
variante preferee consiste a produire un polypeptide 
recombinant fusionne a une proteine « porteuse » 

25 (proteine chimere) . L'avantage de ce systeme est qu'il 
permet une stabilisation et une diminution de la 
proteolyse du produit recombinant, une augmentation de 
la solubilite au cours de la renaturation in vitro et/ou 
une simplification de la purification lorsque le 

30 partenaire de fusion possede une affinite pour un ligand 
specif ique . 
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Les polypeptides selon la presente invention 
peuvent aussi etre obtenus par synthese chimique en 
utilisant I'une des nombreuses syntheses peptidiques 
connues, par exemple les techniques mettant en ceuvre des 
5 phases solides ou des techniques utilisant des phases 
solides partielles, par condensation de fragments ou par 
une synthese en solution classique. Les polypeptides 
obtenus par synthese chimique et pouvant comporter des 
acides amines non naturels correspondants sont 6galement 

10 compris dans 1' invention. 

Les polypeptides selon 1' invention permettent de 
preparer des anticorps monoclonaux ou polyclonaux. C'est 
done egalement un des objets de la presente invention de 
fournir un anticorps monoclonal ou polyclonal et ses 

15 fragments, caracterises en ce qu'ils lient selectivement 
et/ou specif iquement un polypeptide selon 1' invention. 
Les anticorps chimeriques, les anticorps humanises et 
les anticorps simple chaine font egalement partie de 
1' invention, Les fragments d' anticorps selon 1' invention 

20 sont de preference des fragments Fab, F(ab')2, Fc ou Fv. 
Les anticorps polyclonaux pourront etre prepares, par 
exemple par iiranunisation d'un animal, en particulier une 
souris, avec un polypeptide selon 1' invention associe a 
un adjuvant de la r^ponse immunitaire, puis purification 

25 des anticorps specifiques contenus dans le serum des 
animaux immunises sur une colonne d'af finite sur 
laquelle a prealablement ete fixe le polypeptide ayant 
servi d'antigene. Les anticorps polyclonaux selon 
1' invention peuvent aussi etre prepares par purification 

30 sur une colonne d'af finite, sur laquelle a prealablement 
ete immobilise un polypeptide selon 1' invention. Les 
anticorps monoclonaux pourront avantageusement etre 
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prepares a partir d' hybri domes selon la technique 
d^crite par Kohler et Milstein en 1975. 

Selon un mode particulier de realisation de 
1' invention, 1' anticorps est capable d'inhiber 
5 1' interaction entre la N-desoxyribosyltransf§rase de 
1' invention et son substrat afin d'alt6rer la fonction 
physiologique dudit polypeptide N-desoxyribosyl 
transferase. 

L' invention concerne egalement des methodes pour la 
10 detection et/ou la purification d'un polypeptide selon 
1' invention, caracterisees en ce qu'elles mettent en 
ceuvre un anticorps selon 1' invention. L' invention 
comprend en outre des polypeptides purifies, 
caracterises en ce qu' ils sont obtenus par une methode 
15 selon 1' invention. 

Par ailleurs, outre leur utilisation pour la 
purification des polypeptides, les anticorps de 
1' invention, en particulier les anticorps monoclonaux, 
peuvent egalement #tre utilises pour la detection de ces 
20 polypeptides dans un echantillon biologique. 

Pour ces differentes utilisations, les anticorps de 
1' invention pourront egalement etre marques de la meme 
manifere que decrit prec^derament pour les sondes 
nucl6iques de 1' invention et de mani^re pr^feree avec un 
25 marquage de type enzymatique, fluorescent ou radioactif . 

Les anticorps de 1' invention constituent egalement 
un moyen d' analyse de 1' expression de polypeptide selon 
1' invention, par exemple par immunofluorescence, 
marquage a I'or, immunocon jugues enzymatiques . Plus 
30 generalement, les anticorps de 1' invention peuvent etre 
avantageusement mis en ceuvre dans toute situation ou 
1' expression d' un polypeptide selon 1' invention, normal 
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ou mute, doit etre observes, et plus particulierement en 
immunocytochimie, en immunohistochimie ou dans des 
experiences de « western blotting ». Ainsi, un procede 
de detection d'un polypeptide selon 1' invention dans un 
5 echantillon biologique, comprenant les etapes de mise en 
contact de 1' echantillon biologique avec un anticorps 
selon 1' invention et de mise en evidence du complexe 
antigene-anticorps forme est egalement un objet de 
1' invention. 

10 C'est egalement un des objets de la presente 

invention de fournir un procede de synthese enzymatique 
In vitro ou in vivo de desoxyribonucleotides caracterise 
en ce qu'il comprend au moins une etape reactionnelle 
catalysee par au moins une N-desoxyribosyltransf erase 

15 selon 1' invention. Le procede selon 1' invention se 
caracterise en ce que la dite N-desoxyribosyl 
transferase catalyse I'echange d' une premiere nucleobase 
presente dans un desoxyribonucleoside par une seconde 
nucleobase. 

20 Selon un mode prefere de realisation de 

1' invention, la dite seconde nucleobase est selectionnee 
dans le groupe compose des purines liees par des 
pyrimidines liees par Nl, des azines liees par Nl^ des 
imidazoles liees par Nl, lesdites secondes nucleobases 

25 pouvant porter des substitutions des hydrogenes aux 
positions non liees. De preference, ladite seconde 
nucleobase est selectionnee dans le groupe compose de la 
6-methyl purine , 2 -amino- 6~methylmercapt opur ine , 6- 
dimethylaminopurine, 5-azacytidine, 2, 6-dichloropurine, 

30 6-chloroguanine, 6-chloropurine, 6-aza-thymine, 5- 
f luoro-uracile, ethyl- 4 -amino- 5 -imidazole carboxylate, 
imidazole-4-carboxamide et 1,2, 4-triazole-3-carboxamide . 
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La dite premiere nucleobase est quant a elle, 
selectionnee de preference dans le groupe compose de 
1' adenine, la guanine^ la thymine, I'uracile et 
I'hypoxanthine. Ces listes ne sent pas exhaustives, et 
5 il est Evident que des analogues naturels ou non- 
naturals de nucleobases peuvent §tre employes dans la 
pr6sente invention comme substrat d'une N-desoxyribosyl 
transferase de 1' invention. 

Facultativement, le precede in vivo selon 

10 1' invention se caracterise en ce qu'il comprend en outre 
I'etape d' introduire dans la cellule bote la premiere 
nucleobase presente dans un desoxyribonucleoside . 

Facultativement, le precede in vivo selon 
1' invention se caracterise en ce qu'il comprend en outre 

15 I'etape d'' introduire dans la cellule bote la seconde 
nucleobase presente dans un desoxyribonucleoside, 

Facultativement, le procede in vivo selon 
1' invention se caracterise en ce qu'il comprend en outre 
I'etape d' introduire dans la cellule bote la premiere 

20 nucleobase presente dans un desoxyribonucleoside et la 
seconde nucleobase de maniere simultan^e et/ou decalee 
dans le temps. 

Les dSsoxyribonucleosides susceptibles d' §tre 
produit en grande quantite et de maniere peu onereuse 

25 par la methode de biosynthese selon 1' invention 
constituent done des composes d' interet destines au 
traitement preventif ou curatif de pathologies humaines 
ou animales, tumorales, virales telles que le SIDA 
(syndrome d' immunodef icience hiamaine acquise) , 

30 bacteriennes, parasitaires ou fongiques. 

Alternativement , ces desoxyribonucleosides susceptibles 
d' etre produit en grande quantite et de maniere peu 
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onereuse par la methode de biosynthese selon 1' invention 
constituent des herbicides et des insecticides. 

La presente invention fournit egalement un precede 
de criblage nutritionnel destine a isoler des 
5 desoxyribosyltransf erases, de preference les 

polypeptides selon 1' invention mais egalement leurs 
homologues ou leurs mutants. Ce premier crible selon 
1' invention comprend les 6tapes : 

(i) (f acultativement) obtention d'une souche 
10 bacterienne, telle Escherichia coli, 

auxotrophe en guanine. De preference cette 
souche est incapable de pousser en presence de 
desoxyguanosine comme source de guanine. De 
maniere pr§f6ree, il s'agit de la souche PAK 
15 6. 

(ii) transf ert d'ADN exogene, de preference sous la 
forme d'un vecteur d' expression, dans la 
bacterie, I'ADN exogene etant susceptible de 
comprendre une sequence codant pour une 

20 desoxyribosyltransf erase. 

(iii) culture des bacteries obtenues a I'etape (ii) 
sur un milieu contenant de la desoxyguanosine. 
(iv) isolement de I'ADN exogene transfere dans les 
bacteries de I'etape (iii) qui se sont 
25 developpees sur le milieu contenant de la 

desoxyguanosine . 
La presente invention fournit egalement un crible 
nutritionnel pour • distinguer les activites 

desoxyribosyltransferases I et II, de preference 
notamment pour distinguer entre les polypeptides ntd et 
ptd selon 1' invention. Ce second crible comprend les 
etapes de : 
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(i) obtention d'une souche bacterienne telle par 
exemple Escherichia coli, auxtrophe pour la 
guanine et la thymidine. De preference cette 
5 souche est incapable de pousser en presence de 

guanine et de thymidine. De maniere preferee, 
il s'agit de la souche PAK 26 (A guaBguaA :: 
Adeo-11 AthyA :: erm A (udp^-metE) zif 9 :: TnlO) 
est auxtrophe pour la methionine, la guanine 
10 et la thymidine) . 

(ii) transfert de I'ADN exogene, de preference sous 
la forme d'un vecteur d' expression dans la 
bacterie, I'ADN exogene etant susceptible de 
comprendre une sequence codant pour une 

15 d§soxyribosyltransf erase I ou II. 

(iii) culture des bacteries obtenues a I'etape (ii) 
sur un milieu contenant de la desoxyguanosine 
puis determination si les bacteries poussent 
ou non. Si les bacteries poussent, alors I'ADN 

20 exogene code pour une activite 

desoxyribosyltransf erase II qui s'exprime dans 
la dite bacterie. Si les bacteries ne poussent 
pas, alors I'ADN exogene est susceptible de 
coder pour une activite 

25 desoxyribosyltransf erase I. 

D' autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaissent dans la suite de la description 
avec les exemples representes ci-apres. 

30 
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EXEMPLES 
1. MATERIEL ET METHODES 

1 > 1 , Souches et condi-bions de culi:ure : 

Les souches de bacteries lactiques utilisees 
proviennent de la collection CNRZ (Centre National de 
Recherche Zootechnique) , Unite de Recherches Laitieres 
et Gen^tique Appliquee, INRA, Jouy en Josas - Elles sont 
cultivees en bouillon MRS (de Man et coll., J. Appl . 
Bacterid., 23 : 130-135, 1960) et incubees a 3^0, 37°C 
ou 4l2^C selon les especes. La souche d' Escherichia coli 
TGI, fournie par Stratagene, est cultivee dans du LB 
(Luria broth base lOg/L, Agar-agar 16g/L) sous agitation 
et a 37**C. 

1,2, Preparation de l^ADN cellulaire total des 
bacteries lactiques : 

Les cultures en fin de phase exponentielle sont 
20 centrifugees pendant 5 minutes a 13000 g. Le culot 
correspondant a une culture de 2 ml est repris dans 
200 \il de TES (Tris 50 mM, pH8, EDTA 10 mM, pH8, 
saccharose 250 mM) contenant 20 pg/ml de lysozyme et 50 
U/ml de mutanolysine (Sigma) . Apres une incubation d' une 
25 heure a 37 ''C, la clarification de la preparation est 
obtenue en ajoutant 60 jxl de SDS 20%. 

L' extraction des acides nucleiques est ef f ectuee en 
ajoutant au lysat 500 |li1 de phenol sature en eau, pH8, 
additionne d' hydroxyquinoline 0.1% et 100 ^il d'un 
30 melange de chlorof orme-alcool isoamylique (24/1, V/V) . 
La solution est homogeneisee puis centrifugee 10 minutes 
a 13000 g et a temperature ambiante. La phase 
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superieure, limpide et contenant les acides nucleiques 
est gardee. Sur cette derniere, 1' extraction est rep^tee 
trois fois afin d' eliminer les constituants cellulaires 
indesirables . Les traces de phenol sont elimin6es en 
5 ajoutant 500 |Jil de chlorof orme-alcool isoamylique a la 
phase aqueuse. Apres homogeneisation et centrif ugation 
pendant 3 minutes a 15000 g et a 4°C, les acides 
nucleiques contenus dans la phase aqueuse superieure 
sont precipites par addition d'^un volume d' isopropanol 

10 froid. Apres une incubation d' une heure a •-20°C, une 
centrif ugation est effectuee pendant 20 minutes a 15000 
g et a 4**C. L' isopropanol est elimine et remplace par 
500 jil d'ethanol 70%. Une derniere centrif ugation de 10 
minutes a 15000 g et a 4°C permet de recuperer un culot 

15 d' acides nucl§iques. Celui-ci est mis a secher dans un 
evaporateur et remis en suspension dans 200 \il d' eau 
sterile contenant 10 \xl d'ARNase a 10 \xg/\xl. Apres 15 
minutes d' incubation a 37 °C pour faire agir 1'' enzyme 
degradant les ARN, 10 p.1 de la solution d'ADN sont mis a 

20 migrer par electrophorese dans un gel d' agarose 0.8% 
afin d' en evaluer la concentration et la quality. 

1,3. Reac-bion de polymerisa-tion en chaxne de l^ADN 
(PGR) : 

25 Les reactions de polymerisation en chaine (PGR) 

sont effectuees dans un volume reactionnel de 100 |li1 
contenant 20 a 100 ng d'ADN, 0,5 [xM d' amorces, 200 \xM 
des dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) , dans un tampon Tris- 
HCl pH 9 a 10 mM, KCl a 50 mM, MgCla a 1,5 mM, BSA a 

30 0,002% ainsi que 2,5 unites de la polymerase Taq. Trente 
cycles d' amplification ont ete appliques (Gene Amp PGR 



wo 03/025163 



PCT/FR02/03120 



36 

systems 2400, Perkin Elmer) . Les inventeurs ont defini 
deux amorces ntd 1 (SEQ ID 15) et ntd2 (SEQ ID N° 16) 
a partir de la sequence ntd de Lactobacillus leichmanil 
decrite par Huck (communication personnelle) : 

5 



ntd 1 


5'-AGA CGA TCT ACT TCG GTG-3' 


18 bases 


Tm= 54 °C 


ntd 2 


5'-ACG GCA CCT TCG TAG AAG-3' 


18 bases 


Tm= 56°C 



1.4. Hybridation de t:ype Southern : 

Restriction Gnzyioatlque des ADN. Les ADN totaux sont 
digeres par une ou plusieurs enzymes de restriction. Les 

10 enzymes utilisees sont : BamHI, Bglll, Clal^ EcoRI, 
Hindlll, Hpal, Ncol, NotI, PstI, Xbal, Xhol (Bio-Lab). La 
digestion est realises dans un volume final de 4 0 |al 
contenant 70 U d' enzyme, 4 jiil de tampon NEB (Bio-Lab) lOX 
et 4 a 8 ^g d'ADN. L' incubation s'effectue pendant lh30 a 

15 37^C. 

Transf&rt de I'ADN svut ime meziibrane . Les fragments 
d'ADN totaux issus de la digestion enzymatique sont 
separes a I'aide d'un gel d' agarose a 0,7%. Apres 

20 migration, le gel d' agarose est plac6 sous agitation 
dans une solution de depurination (HCl 0.25N) pendant 30 
minutes. Ce precede permet ainsi le transfert des 
fragments d'ADN superieur a 10 kbs . Apres ringage a 
I'eau, I'ADN est denature en plagant le gel pendant 40 

25 minutes dans une solution de NaCl 5M, NaOH 0,5M. Le gel 
est rince a 1 ' eau puis incube de nouveau 30 minutes dans 
une solution de neutralisation, NaCl 1,5M, Tris HCl 
0,5M; pH 7,5. Les ADN sont transferes par capillarite 
sur une membrane de nylon chargee positivement (Hybond 

30 N-f , Amersham) . lis sont elues par un flux ascendant de 
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SSC 20X (citrate trisodique 0,3M ; NaCL 3M ; pH7) . Apres 
le transfert, les ADN sont fixes de maniere covalente 
sur la membrane a I'aide d'un appareil UV Stratalinker 
2400 (Stratagene) . 

5 

PrSpairation de la sonde. La sonde utilisee est un 
fragment interne du gene ntd de Lactobacillus helveticus 
amplifi6 par PGR. La sonde est purifiee a I'aide du kit 
Wizard (Promega) afin d'eliminer les amorces PGR. La 

10 concentration de sonde necessaire est de 10 ng/^il. Le 
marquage de I'ADN est realise en utilisant le kit de 
marquage EGL (Amersham) . Pour ce faire, I'ADN est 
denature par chauffage 5 minutes a 100 °C et 
immediatement refroidi dans la glace. Un volume de 

15 reactif de marquage (peroxydase) puis un volume de 
solution de glutaraldhehyde sont additionnes. Gette 
solution est incubee pendant 10 minutes a 37 "^G pour 
fixer de maniere covalente la peroxydase a I'ADN. 

20 Hybridation et revelatian. Apres une prehybridation 

d'une heure a 42''G,dans du tampon d' hybridation, la 
membrane est hybridee pendant 16h k 42 °G en presence de 
la sonde marquee. Afin d'eliminer la sonde fixee de 
maniere non specifique, la membrane est lavee pendant 20 

25 minutes a 42 °G dans deux bains successifs de tampon: 
uree 6M - SOS 0,4% - SSC 0,5X, puis rincee pendant 5 
minutes dans deux bains successifs de tampon: citrate de 
sodium 0,3M ~ NaCl 3M pH 7 . La revelation est effectuee 
par autoradiographie selon le protocole du kit EGL. Un 

30 premier reactif de revelation contenant du peroxyde 
d'hydrogene est reduit par la peroxydase fixee sur la 
sonde. Puis le luminol contenu dans un deuxieme reactif 
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de revelation est alors oxyde, produisant de la liomiere 
qui impressionne le film autoradiographique. 

1.5. Clonage de fragments PCR : 

5 Les gdnes homologues a ntd amplifies par PCR sont 

inseres dans le plasmide vecteur pBluescript II SK+ d' E. 
coll TGI (Stratagene) . Ce plasmide est auparavant 
restreint en son site unique par 1' enzyme EcoRV (Gibco- 
BRL) qui cree des extremites f ranches. Le melange de 
10 digestion est effectu6 dans un volxime de 30 ^l, 
contenant 4 nl d'ADN. Les fragments des ADN amplifies a 
doner doivent avoir leurs extremites 5' et 3' f ranches 
afin de permettre le clonage. La preparation des 
extremites franches de 50 ^l de produits PCR purifies a 
15 I'aide du kit Wizard (Promega) est realisee dans un 
volume reactionnel de 100 ^1 contenant 3,6 unites d'ADN 
polymerase du phage T4 (Bio-Lab) et 6 unites d'ADN 
polymerase I (ou fragment de Klenow) (Bio-Lab), n' ayant 
pas d' activite exonucleasique 5' > 3' . La polymerisation 
20 se fait pendant 20 minutes a ll^C puis les enzymes sont 
inactivees apres 10 minutes A 75 °C. L'ADN est ensuite 
precipite en presence de deux volumes d'ethanol 100%, de 
glycogene et de 10 % d' acetate de sodium 3M, pH 4,8. Le 
melange est place pendant une heure a -20 °C puis 
25 centrifuge 20 minutes a 15000 g. Le culot est rince avec 
250 Hi d'ethanol a 70 %, centrifuge a nouveau 10 minutes 
a 15000 g, seche dans un evaporateur et remis en 
suspension dans 20 \il d' eau sterile. 

30 L'ADN restreint du plasmide pBS-SK+ et le fragment 

amplif ie sont mis a co-migrer sur un gel d' agarose ^ 
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0,7 % afin d'evaluer leurs concentrations respectives : 
le nombre de molecules du fragment a doner doit etre 
trois a quatre fois superieur a celui du plasmide. La 
ligation se fait dans un volume de 10 ^1 contenant 60 ng 
5 d' insert, 26 ng de plasmide pBS-SK+ restreint, 2 unites 
de ligase (T4 DNA ligase, Boehringer-Mannheim) , pendant 
la nuit a le'^C. Les produits de ligation sont dialyses 
sur un filtre Milipore 0,025 jjin de maniere a enlever les 
sels et a eviter ainsi les arcs electriques lors de 
10 1 ' elect roporation • 

1.6, Transf orma-fcion : 

Pzrepajration dies cellules Slectxro-cowpStentes de la 
sauche TGI d'E. coll. A partir de 5 ml d'une culture de 

15 nuit ^ 37 °C sous agitation, 500 ml de milieu LB sont 
inocules- La culture est plac6e sous agitation a 37 ''C 
jusqu'a atteindre une D.O.eoonm = 1. Elle est ensuite 
refroidie pendant 2 heures dans la glace puis 
centrifugee pendant 10 minutes a froid a 5000 rpm. Le 

20 surnageant est elimine, le culot est repris dans 4 00 ml 
d'eau froide. Cette preparation est centrifugee pendant 
10 minutes a froid et a 5000 trs/mn. Le culot obtenu est 
de nouveau repris dans 250 ml d'eau froide. A la suite 
d'une centrifugation de 10 minutes, le culot est repris 

15 dans 25 ml d' eau froide puis les cellules sont remises 
en suspension dans un volume final de 1ml de glycerol 
10%, et reparties en aliquot avant d'etre congelees 
rapidement dans 1' azote liquide. 

\0 Tir^sfairxB^tlon par electroporatlan et selection des 

clones, Les cellules elect ro-competentes conservees a - 
80 ''C sont decongelees dans la glace puis mises en 
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contact avec 5 \il de melange de ligature dans une 
cuvette d' electroporation . Le Gene-Pulser (Bio-Rad) est 
regie a 200 Volts, 25 mF, 250 Ohms. Les cellules sont 
ensuite soumises a 1' electroporation . On ajoute 1ml 
5 d'une solution de SOC (bactopeptone 20g/L, yeast extract 
5g/L, NaCl 5M 2ml/L, KCl IM 2.5 ml/L, MgCl2,lM lOml/L, 

MgS04 IM lOml/L) , contenant 0.4% de glucose a la 
suspension cellulaire qui est mise a incuber a 37 
pendant une heure. Les cellules sont ensuite etalees sur 
10 un milieu selectif LB -Xgal {5-bromo-4~chloro-3-indolyl- 
P-D-galatoside a l|ig/mL) -IPTG. (isopropythio-p-D- 
galactoside, l^ig/ml) -Ampicilline (50 ixg/ml) , et 
incubees a 37 °C pendant la nuit. 

15 Extiractxon raplde d^ADN plAsmi rli que des clones de 

E. coll recoablnaxits pax lysG alcaline. Les cellules de 
E- coli transformees et cultivees en milieu LB contenant 
de 1' ampicilline (100 |ag/ml) sont recoltees par 
centrif ugation a 15000 g pendant 10 minutes a 4°C. Elles 

20 sont resuspendues dans 100 fxl d' une solution Saccharose 
50 mM, Tris-HCl 25mM, pH 8, EDTA 10 mM, pH 8. La lyse 
alcaline et la denaturation de I'ADN se fait par ajout 
de 200 111 de NaOH 0.2N^ SDS 1%. L' ensemble est laisse 1 
minute a temperature ambiante apres avoir ajoute 200 |xl 

25 de chloroforme. Puis, 150 pi d' une solution d' acetate de 
potassium 5M, acide acetique glacial sont additionnes . 
L' ensemble est centrifuge pendant 15 min a 13000 g a 
4°C. La phase aqueuse contenant I'ADN est precipitee en 
presence de 2 volumes d' ethanol 100% puis centrifugee 

30 pendant 20 minutes a 13000 g a 4°C. Le culot est lave a 
1' ethanol 70%, centrifuge 10 minutes a 13000 g puis 
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remis en suspension dans 30 ^1 d'eau sterile contenant 
de I'ARNase a 10 ng/ml. 

1 . 7 > PGR inverse : 

5 La PGR inverse permet d' amplifier les regions 

flanquant un fragment d'ADN de sequence connue. Cette 
technique se deroule en trois etapes : 

D±gest±an de la matirice d^ADN. La matrice d'ADN est 
10 digeree par une ou deux enzymes de restriction choisies 
de telle sorte qu'elles ne coupent pas dans la sequence 
connue du gene et qu'elles permettent d'obtenir un 
fragment de taille adaptee (1 a 3 kb) . Afin de choisir 
une enzyme adaptee, I'ADN total est digere separ^ment 

15 par plusieurs enzymes. Puis des hybridations de type 
Southern sont realisees en utilisant comme sonde le 
fragment d'ADN de sequence connue. Les digestions pour 
lesquelles la sonde hybride avec un fragment de taille 
de 1 a 3 kb, sont utilisees pour la PGR inverse. Les 

20 fragments d'ADN obtenus par digestion sont circularises. 
Pour cela, 100 unites de T4 ADN ligase et 100 jil de 
tampon de ligation sont ajoutes a 4 a 8 ^ig d'ADN dans un 
volume final de 1ml. Le melange de ligation est mis a 
incuber a 15 °G pendant la nuit . L'ADN ligature est 

25 ensuite precipite avec 100 jil d' acetate de sodium 3M, pH 
4.8, 700 \xl d' isopropanol et 2 ^il de glycogene puis 
centrifuge pendant 30 minutes a 13000 g, a 4'*C, Le culot 
est rince dans 300 ^il d'ethanol 70% et centrifuge 10 
minutes a 13000 g, a 4''C. Le culot est repris dans 25 jil 

30 d'eau ultrapure. 
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Aapliflcatlon dies ADN cxrcnlarlses en uizllxsBnt des 
amorces dlirer^entes . Les reactions de polymerisation en 
chaine sent effectuees dans un volume reactipnnel de 
100 jAl contenant 20 a 100 ng d'ADN, 0, 5 ^M d' amorces, 
5 200 |jM des dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) , dans un 
tampon Tris-HCl pH 9 a 10 mM, KCl a 50 mM, MgC12 a 1,5 
mM BSA a 0,002% ainsi que 2,5 unites de la polymerase 
Taq. 

L' amplification est effectuee dans les conditions 
10 suivantes : 

94**C 3 minutes 

94 °C 30 secondes 

50 a 60°C (selon le Tm des 

amorces utilisees) 1 minute | 25 cycles 

15 72 °C 3 minutes 

(Gene Amp PGR systems 2400, Perkin Elmer) • 

SScpjenga^e . Les fragments PGR sont purifies par le 
kit Wizard (Promega) afin d' eliminer les 

20 oligonucleotides non incorpores, les sels et la Taq 
polymerase. Le sequengage est realise a I'aide d' un 
sequenceur automatique 373A (Applied Biosystems-Perkin 
Elmer) en utilisant un kit ABI PRISM Dye Terminator 
(Perkin Elmer), base sur 1' incorporation de 

25 desoxynucleotides . phosphate f luorescents lors de la 
phase d' elongation des amorces. Les reactions de 
sequences sont effectuees dans un volume reactionnel de 
20 ^il contenant 30 ng d'ADN> 4 \xl de DyeT Mix (Perkin 
Elmer Biosystems) et O.lmM d' amorce . 

30 
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Cycle 
96°C 



1 minute 



96"C 



10 secondes 



50°C 



60°C 



5 secondes 



4 minutes 



25 cycles 



10 



15 



20 



25 



A chaque reaction de sequence sont ajoutes 20 \il 
d' acetate de sodium 3M, pH 4.6, 50 ixl d'ethanol a 95% et 
1 ^1 de glycogene. La solution est laissee 15 minutes a 
temperature ambiante puis centrifugee 20 minutes a 13000 
g. Le culot est ensuite rince avec 250 jil d'ethanol 70% 
puis centrifuge pendant 10 minutes a 13000 g. Le culot 
est ensuite repris dans 6 yil de bleu de sequence 
(formamide 83%, EDTA 8 . 3mM, bleu dextran 2000000 (Sigma) 
0.5%) . Les echantillons sont denatures pendant 3 minutes 
a 90*^0 et 3 pi sont deposes sur gel d'acrylamide 4%. 

2 . UN CRIBLE NUTRITIOlylNEIi UNIQUE POUR LES DEUX 
CIASSES DE N-DESOXYRIBOSYLTRANSFERftLSE CHEZ ESCHERICHIA 
COLI . 

Un crible fonctionnel permettant de selectionner la 
production de guanine a ete etabli chez E. coli, en 
deletant les deux gdnes de 1 ' operon auaBA qui commande 
la conversion de IMP en XMP puis en GMP ainsi que ceux 
de 1' operon deoCABD qui commande la degradation des 
desoxynucleosides^ pour donner la souche PAK 6. Le 
genome d'E. coli specif ie une activite permettant de 
convertir la base G en GMP (guanine 

phosphoribosyltranf erase codee par le gene gpt) , ainsi 
qu'une activite permettant de liberer la base G du 
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desoxynucleoside dR-G (purine nucleoside phosphorylase 
codee par le gene deoD, dans 1 ' operon deo) . La souche 
PAK 6 presents done une exigence isn guanine (G) qui ne 
pourra etre satisfaite par 1 ' apport de desoxyguanosine 
5 (dR-G). L' utilisation de desoxyguanosine (dR-G) pourra 
cependant etre selectionnee si une activite N- 
d6soxyribosyltransf erase s'exprime dans la souche PAK6, 
pour realiser I'echange: dR-G + A <-> dR-A + G 

Get echange entre deux bases purines peut etre 
10 catalyse par les deux classes d'enzyme. De fait, 
1 ' introduction du gene ntd de L. leichmannii dans la 
souche PAK 6 permet de satisfaire 1* exigence en guanine 
a I'aide de desoxyguanosine (dR-G) et d'adenine (A). 

• 15 3, CliONAGE FONCTIONNEL DU GENE PTD DE L. 

HEIiVETICUS . 

Des fragments d'ADN de taille comprise entre 1 et 
2kb obtenus par digestion partielle (Alul) de i. 

20 helveticus CNRZ 32 furent ligatures dans un plasmide 
ColEl (de type pUC digere par Smal et dephosphoryle ) et 
le melange fut utilise pour transformer la souche PAK6. 
Les clones transf ormants furent selectionnes en milieu 
mineral glucose additionne de desoxyguanosine (dR-G) et 

25 d' adenine (A) a la concentration finale de 0,.3mM. 

L'un des clones transf ormants se revela propager un 
plasmide contenant un insert commandant une activite N- 
desoxyribosyltransf erase de classe I et deviant du 
profil de restriction du gene ntd de L. helveticus. La 

30 sequence de cet insert revela un gene specifiant un 
polypeptide de 167 acides amines avec un poids 
moleculaire de 18790.70 Daltons presentant une 
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similarite de 28,6% avec le polypeptide NTD de L. 
leichmanli. La sequence de ce gene design^ ptd devie de 
celle des genes ntd rendant leur hybridation impossible 
(7,5% d'identite) . 
5 Incideinment, le gene ntd de i. heJveticus 

commandant une activity N-desoxyribosyltransf erase de 
classe II put etre une nouvelle fois isole parmi les 
clones transformants selectionnes . 

10 4. CLOIOIGE FONCTIONNEL DU GENE NTD PE L, 

FERMENTUM. 

Les memes operations de clonage et de selection 
nutritionnelle furent effectuees a partir de I'ADN 

15 genomique de la souche L. fermentum CIP 102980T. Les 
clones transformants selectionnes se revelerent propager 
un plasmide dont les inserts presentant des profils de 
restriction semblables commandaient une activite N~ 
d^soxyribosyltransf erase de classe II. La sequence d'un 

20 de ces inserts revela un gdne sp6cifiant un polypeptide 
de 168 acides amines avec un poids moleculaire de 
18878.20 Daltons presentant une similarite de 32,9% avec 
le polypeptide NTD de L. leichmanii et de 36,7% avec le 
polypeptide PTD de i. Aelveticus. La sequence de ce 

25 gene devie de celle des genes ntd et ptd rendant leur 
hybridation impossible. Le polypeptide NTD de L. 
fermentum presente une parente evolutive plus marquee 
pour 1' enzyme de classe I (PTD de L. helveticus) et une 
appartenance f onctionnelle a la classe II, suggerant une 

30 divergence evolutive precoce dans 1' evolution de ces 
enzymes- Son activite enzymatique pourrait se montrer 
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differente de celles des autres especes, et se preter a 
la preparation d'un plus grand spectre de nucleosides. 

5. CLONAGE PAR PGR INVERSE DE QUATRE GENES NTD . 

5 

En utilisant des oligonucleotides degeneres a 
partir de regions de la sequence en acides amines du 
polypeptide NTD de L, leichmanii (Huck, 1997) un 
fragment interne au gene ntd de L. helveticus a ete 

10 amplifie. A partir de ce fragment, des oligonucleotides 
ont ete synth§tises de fagon a obtenir la totalite du 
gene par PGR inverse. 

A partir des deux sequences ntd de L. leichmannii 
et de L. helveticus, nous avons redefini des amorces 

15 consensus pour isoler les genes ntd d' autres especes de 
lactobacilles comme L. acidophilus, L, crispatus, L. 
amylovorus avec la meme demarche que celle decrite ci- 
dessus. 

20 6, Un crxble nui:ri-txonnel pour distinguer les deiix 

actxvit^es de degbxyribosyl transferases I et II . 

Pour distinguer les deux activites desoxyribosyl 
transferase, I'ADN plasmidique de differentes colonies 

25 selectionnees a ete extrait puis utilise pour 
transformer la souche PAK 26 auxotrophe pour la guanine 
et de la thymidine. Dans la souche PAK 26, le dTMP ne 
peut etre synthetise a partir du dDMP, parce que la 
thymidylate synthase codee par le gene thyA a ete 

30 inactive. De plus, la thymine ne peut etre une source de 
thymidine parce que la thymidine phosphorylase codee par 
le gene deoA et 1' uridine phosphorylase codee par le 
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gene udp ont €te deletes. La Deoxy guanos ine (dR-G) et la 
thymine (T) seront les sources de guanine et de 
thymidine, seulement si une activite N-desoxyribosyl 
transferase II est exprim6e dans la souche PAK 26 pour 
5 catalyser la reaction d'echange dG + T <» dT + G. Seules 
les colonies exprimant une activite N-desoxyribosyl 
transferase II peuvent pousser sur un milieu glucose 
mineral supplemente en deoxyguanosine et en thymine 
comme sources de guanine et de thymidine. Ce second 
10 criblage a par exemple permis de correler 1' activity N- 
desoxyribosyltransferase II (ntd) avec le plasmide pLH2 
comprenant le polynucleotide de SEQ ID N"! et codant 
pour 1' enzyme ntd de lactobacillus helvetlcus et" 
1' activite N-desoxyribosyltransf erase I (ptd) avec le 
15 plasmide pLH4 comprenant le polynucleotide de SEQ ID N*'3 
et codant pour I'enzymz ptd de lactobacillus helvetlcus. 



r 
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Tableau 1 : Croissance de la souche PAK 6 e^q^rimant: ovi non 
une activite N-desoxyr±bosyl transferase sur milieu 
mineral glucose (In v±vo) et activite enzymatique des 
iextraits bmats correspondants (in vitro) 









in 








in 










vivo 








vitro 








A 
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dG dG .+ A 


dC 


+ T 


dG + A 


dC + A 


PAK 




6 - 


+ 


+ 










pSU19 
















PAK. 


6 


ntd - 


+ 


± + 






+. 
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LI 


















PAK 


6 


ntd - 
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+ + 




+ 




+ 


Lh 


















PAK 


6 


ptd - 
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± + 






+ 




Lh 


















PAK 


6 


ntd - 


+ 


± + 




+ 


+ 


+ 


Lf 


















( + ) 


croissance 














(-) 


absence de 


croissance 










PAK 


6: 


MG1655 


AguaBA : 


:Apra, Adeo 











10 ntd LI: gene codant pour la N-desoxyribosyltransf 6rase de 
Lactobacillus leichmannii 

ntd Lh: gene codant pour la N-desoxyribosyltransf 6rase de 

Lactobacillus helveticus 

ntd Lf: gene codant pour la N-desoxyribosyltransf erase de 
15 Lactobacillus fermGntuia 

ptd Lh: gene codant pour la purine 

desoxyribosyltransf erase de Lactobacillus helveticus 
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A: adenine; G: guanine; T: thymine; dG: desoxyguanosine; 
dC : desoxycytidine 
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REVENDICATIONS 

1. Polypeptide isole ou purifie de Lactobacillus 
5 ayant au moins une activite N-d§soxyribosyltransf erase de 
sequence d' acides amines choisi parmi les sequences SEQ 
ID N°2, SEQ ID N*'4, SEQ ID N'^G, SEQ ID N'^S, SEQ ID N^'IO, 
SEQ ID N°12. 

10 2 . Polypeptide isole selon la revendication 1 

caracterise en ce que le polypeptide de SEQ ID N®2 est 
code par la N-desoxyribosyltransf erase code par le gene 
ntd Lh de Lactobacillus helveticus, 

15 3. Polypeptide isole selon la revendication 1 

caracterise en ce que le polypeptide de SEQ ID 1SI°4 est 
code par la N-desoxyribosyltransf erase code par le gene 
ptd Lh de Lactobacillus helveticus. 

20 4. Polypeptide isol6 selon la revendication 1 

caracterise en ce que le polypeptide de SEQ ID N®6 est 
cod6 par la N-desoxyribosyltransf erase code par le gene 
ntd Lf de Lactobacillus fermentum. 

25 5. Polypeptide isole selon la revendication 1 

caracterise en ce que le polypeptide de SEQ ID N^'S est 
code par la N-desoxyribosyltransf erase code par le gene 
ntd de Lactobacillus crispatus. 

30 6. Polypeptide isole selon la revendication 1 

caracterise en ce que le polypeptide de SEQ ID N^IO est 



BNSOOCIO: <WO__C3025ie3A2_L> 



wo 03/025163 



PCT/FR02/03120 



5 



10 



53 



code par la N-d6soxyribosyltransferase code par le gene 
ntd de Lactobacillus amylovorus . 

7. Polypeptide isole selon la revendication 1 
caract6ris6 en ce que le polypeptide de SEQ ID N°12 est 
cod§ par la N-d§soxyribosyltransf erase sod6 par le gene 
ntd de Lactobacillus acidophilus. 

8. Polypeptide isole caract^rise en ce qu'il 
comprend un polypeptide choisi parmi : 

a) un polypeptide de sequence SEQ ID N''2, SEQ ID 
NM, SEQ ID N°6, SEQ ID N°8, SEQ ID N^IO, SEQ ID N°12. 

b) un polypeptide variant de polypeptide de 
sequences d'acides amines d^fini en a) ; 

•^^ polypeptide homologue au polypeptide d6fini 
en a) ou b) et comportant au moins 80 % d' identite avec 
ledit polypeptide de a) ; 

d) un fragment d'au moins 15 acides amines 
cons^cutifs d'un polypeptide d^fini en a) ; 

®^ fragment biologiquement actif d'un 
polypeptide defini en a) , b) ou c) . 

9. Polypeptide selon les revendications 1 a 8 
caract6ris6 en ce qu'il permet de satisfaire 1' exigence 

25 en guanine de la souche PAK6 deposee a la CNCM le 2 mai 
2001 sous le N° 1-2664. 

10. Polynucleotide purifie ou isol6 caract6rise en 
ce qu'il code pour un polypeptide selon les 

30 revendications 1 a 9. 
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11. Polynucleotide selon la revendication 10 de 
sequence SEQ ID N°l, SEQ ID N^'S, SEQ ID N°5, SEQ ID N""?, 
SEQ ID N'^a, SEQ ID .N°ll, SEQ ID N^13. 

5 12, Polynucleotide isole caracterise en ce qu'il 

comprend un polynucleotide choisi parmi : 

a) SEQ ID N**!, SEQ ID N°3, SEQ ID N^'S, SEQ ID N''?, 
SEQ ID N'^g, SEQ ID N^^ll, SEQ ID N'^IS. 

b) la sequence d'un fragment d' au moins 15 
10 nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID N°l^ SEQ ID 

N°3, SEQ ID N**5, SEQ ID N^*?, SEQ ID N''9, SEQ ID N^^ll, SEQ 
ID N'^IB ; 

c) une sequence nucleique presentant un 
pourcentage d' identite d' au moins 70 apres alignement 

15 optimal avec une sequence definie en a) ou b) ; 

d) la sequence complementaire ou la sequence d'ARN 
correspondant a une sequence telle que definie en a) , b) 
ou c) . 

20 13. Polynucleotide selon les revendications 10 a 12 

caracterise en ce que son expression dans les souches 
PAK6 peinnnet de satisfaire a 1' exigence en guanine de la 
dite souche. 

25 14. Utilisation d'.un polynucleotide selon la 

revendication 12 en tant qu' amorce pour 1' amplification 
ou la polymerisation de sequences nucleiques de N- 
desoxyribosyltransf erases . 

30 15. Utilisation d' un polynucleotide selon les 

revendications 10 a 13 en tant que sonde pour la 
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detection de sequences nucleiques de N- 
d§soxyribosyltransf Erases . 

16. Vecteur recombinant de clonage et/ou 
5 d' expression comprenant un polynucleotide selon I'une des 

revendications 10 a 13 ou exprimant un polypeptide selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 9. 

17. Vecteur recombinant appele pLH2 comprenant le 

10 polynucleotide SEQ ID N»l tel que present dans la souche 

bacterienne deposee a la CNCM le 30 mai 2001 sous le N°I- 
2676. 



18. Vecteur recombinant appele pLH4 comprenant le 
15 polynucleotide SEQ ID N»3 tel que present dans la souche 
bacterienne deposee A la CNCM le 30 mai 2001 sous le 
N''l-2677. 



19 

20 



Vecteur recombinant appele pLF6 comprenant le 
polynucleotide SEQ ID N^S tel que present dans la souche 
bacterienne deposee a la CNCM le 30 mai 2001 sous le N»I- 
2678. 



20. Vecteur recombinant appele pLA comprenant le 
25 polynucleotide SEQ ID N''20 tel que present dans la souche 
bacterienne deposee a la CNCM le 21 juin 2001 sous le 
N''l-2689. 



30 



21. Cellule hote, caracterisee en ce qu'elle est 
transformee par un vecteur selon les revendications 16 a 



20 



wo 03/025163 



PCT/FR02/03120 



56 



22- Bacteria transformee par le vecteur pLH2 
comprenant le polynucleotide SEQ ID N°l telle que deposee 
a la CNCM le 30 mai 2001 sous le N°I-2676. 

5 23. Bacterie transformee par le vecteur pLH4 

comprenant le polynucleotide SEQ ID N°3 telle que deposee 
a la CNCM le 30 mai 2001 sous le N**I-2677. 

24. Bacterie transformee par le vecteur pLF6 
10 comprenant le polynucleotide SEQ ID N'^S telle que d6posee 

a la CNCM le 30 mai 2001 sous le N''l-2678. • 

25. Bacterie transformee par le vecteur pLA 
comprenant le polynucleotide SEQ ID N°9 telle que deposee 

15 a la CNCM le 21 juin 2001 sous le N^I-2689. 

26. Organisme metazoaire animal ou vegetal, excepte 
I'homme, caracterise en ce qu'il comprend une cellule 
selon la revendication 21. 

20 

27. Precede de preparation d' un polypeptide 
recombinant caracterise en ce que I'on cultive une 
cellule bote selon la revendication 21 ou une bacterie 
selon les revendications 22 a 25 dans des conditions 

25 permettant 1' expression et eventuellement la secretion 
dudit polypeptide recombinant et que I'on recupere ledit 
polypeptide recombinant. 

28. Polypeptide recombinant susceptible d'etre 
30 obtenu par un procede selon la revendication 27. 
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10 



15 



20 



29. Anticorps monoclonal ou polyclonal et ses 
fragments caracterises en ce qu' 11 lie selectivement un 
polypeptide salon I'une des revendications 1 a 9 ou 28. 

30. Proced4 de synthese enzymatique in vitro ou in 
vivo de desoxyribonucleotides caracterise en ce qu'il 
comprend au moins une etape reactionnelle catalys^e par 
une N-d6soxyribosyltransf erase selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 9. 

31. Precede selon la revendication 30 caracterise en 
ce que la dite N-desoxyribosyltransf erase catalyse 
I'echange d'une premiere nucl6obase presente dans un 
desoxyribonucleoside par une seconde nucleobase. 

32. Proced6 selon la revendication 31 caracterise en 
ce que ladite seconde nucleobase est s61ectionnee dans le 
groupe compose des purines liees par N9, des pyrimidines 
li§es par Nl, des azines liees par Nl, des imidazoles 
liees par Nl, lesdites secondes nucleobases pouvant 
porter des substitutions des hydrogenes aux positions non 
liees . 



25 



30 



33. Precede selon la revendication 32 caracterise en 
ce que la dite seconde nucleobase est selectionnee dans 
le groupe compose de la 6-methyl purine, 2-amino-6- 
methylmercaptopurine, 6-dimethylaminopurine, 5- 

azacytidine, 2, 6-dichloropurine, 6-chloroguanine, 6- 
chloropurine, 6-aza-thymine, 5-f luoro-uracile, ethyl-4- 
amino-5-imidazole carboxylate, imidazole-4-carboxamide et 
1,2, 4-triazole-3-carboxamide. 
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34. Proc§de selon la revendication 31 caracterise en 
ce que la dite premiere nucleobase est selectionnee dans 
le groupe compose de 1' adenine, la guanine, la thymine, 
I'uracile et 1' hypoxanthine. 

/ 

35. Precede in vivo selon les revendications 31 a 34 
caracterise en ce qu'il comprend en outre I'^tape 
d' introduire dans la cellule bote la premiere nucleobase 
pr^sente dans un desoxyribonucleoside. 

36. Procede in vivo selon les revendications 31 a 34 
caracterise en ce qu'il comprend en outre I'etape 
d' introduire dans la cellule bote la seconde nucleobase 
presente dans un desoxyribonucleoside. 

37. Procede in vivo selon les revendications 31 a 34 
caracterise en ce qu'il comprend en outre I'etape 
d' introduire dans la cellule bote la premiere nucleobase 
presente dans un desoxyribonucleoside et la seconde 
nucleobase de maniere simultanee et/ou d6cal6e dans le 
temps . 



25 



30 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> Institut PASTEUR 

Institut National de la Recherche Agronomique INRA 

<120> N-desoxyribosyl transferases de Lactobacillus, 

sequences nucleotidiques correspondantes et leurs 
applications 

<130> D19532 

<160> 16 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 477 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus helveticus NTD 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (477) 

<400> 1 

atg aac aag aaa aag act tta tat ttt ggt gcc ggt tgg ttt aat gaa 
Met Asn Lys Lys Lys Thr Leu Tyr Phe Gly Ala Gly Trp Phe Asn Glu 



48 



15 10 



15 



aag caa aac aaa get tac aaa gaa gca atg gca get tta aaa gaa aat 96 
Lys Gin Asn Lys Ala Tyr Lys Glu Ala Met Ala Ala Leu Lys Glu Asn 
20 25 30 

cca aca gtt gat tta gaa aat agt tat gtg ccc ctt gaa aac caa tac 14 
Pro Thr Val Asp Leu Glu Asn Ser Tyr Val Pro Leu Glu Asn Gin Tyr 
35 40 45 

aag ggt att cgc att gat gaa cat cca gaa tac ttg cac aac att gaa 192 
Lys Gly He Arg He Asp Glu His Pro Glu Tyr Leu His Asn He Glu 
50 55 60 

tgg get tct gca acc tac cac aat gat tta gta gga att aag act tct 240 
Trp Ala Ser Ala Thr Tyr His Asn Asp Leu Val Gly He Lys Thr Ser 
" 70 75 80 

gat gtc atg ctt ggc gta tat ttg cca gaa gaa gaa gac gtc ggc tta 288 
Asp Val Met Leu Gly Val Tyr Leu Pro Glu Glu Glu Asp Val Gly Leu 
85 90 95 

ggc atg gaa ctg ggc tac gca tta tct caa gga aaa tat att tta ttg 336 
Gly Met Glu Leu Gly Tyr Ala Leu Ser Gin Gly Lys Tyr He Leu Leu 
100 105 110 

gtt ate cca gat gaa gat tac ggc aag cca ate aac tta atg age tgg 384 
Val He Pro Asp Glu Asp Tyr Gly Lys Pro He Asn Leu Met Ser Trp 
115 120 125 

ggc gtt tgt gac aat gcc ate aag ate agt gaa tta aaa gac ttc gac 432 
Gly Val Cys Asp Asn Ala He Lys He Ser Glu Leu Lys Asp Phe Asp 
130 135 140 
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ttt aac aag cct cgc tao aat ttc tac gac gga get gta tat taa 477 
Phe Asn Lys Pro Arg Tyr Asn Phe Tyr Asp Gly Ala Val Tyr 
145 150 155 



<210> 2 
<211> 158 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus helveticus NTD 
<400> 2 

Met Asn Lys Lys Lys Thr Leu Tyr Phe Gly Ala Gly Trp Phe Asn Glu 
1 S 10 15 

Lys Gin Asn Lys Ala Tyr Lys Glu Ala Met Ala Ala Leu Lys Glu Asn 
20 25 30 

Pro Thr Val Ajsp Leu Glu Asn Ser Tyr Val Pro Leu Glu Asn Gin Tyr 
35 40 . . 45 

Lys Gly lie Arg He Asp Glu His Pro Glu Tyr Leu His Asn He Glu 
50 55 60 

Trp Ala Ser Ala Thr Tyr His Asn Asp Leu Val Gly He Lys Thr Ser 
65 70 75 80 

Asp Val Met Leu Gly Val Tyr Leu Pro Glu Glu Glu Asp Val Gly Leu 
85 90 95 

Gly Met Glu Leu Gly Tyr Ala Leu Ser Gin Gly Lys Tyr He Leu Leu 
100 105 110 

Val He Pro Asp Glu Asp Tyr Gly Lys Pro He Asn Leu Met Ser Trp 
115 120 125 

Gly Val Cys Asp Asn Ala He Lys He Ser Glu Leu Lys Asp Phe Asp 
130 135 140 

Phe Asn Lys Pro Arg Tyr Asn Phe Tyr Asp Gly Ala Val Tyr 
145 150 155 



<210> 3 
<211> 504 

<212> ADN 

<213> Lactobacillus helveticus PTD 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(504) 

<400> 3 

atg aaa gca gta gtt cca aca gga aaa att tat tta ggc tea cca ttt 48 

Met Lys Ala Val Val Pro Thr Gly Lys He Tyr Leu Gly Ser Pro Phe 
lb 10 15 

tac age gat get caa aga gaa aga gca get aag gea aaa gag ttg tta 96 
Tyr Ser Asp Ala Gin Arg Glu Arg Ala Ala Lys Ala Lys Glu Leu Leu 
20 25 30 
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gca aaa aat eta age ate gcg cac gtc ttc ttc ccc ttt gat gat ggt 144 
Ala Lys Asn Leu Ser He Ala His Val Phe Phe Pro Phe Asp Asp Glv 
35 40 45 

ttc ace gat cct gat gaa aag aat cct gaa att ggc ggc ate aga age 192 
Phe Thr Asp Pro Asp Glu Lys Asn Pro Glu He Gly Gly He Arg Ser 
^0 55 60 

atg gtt tgg egg gat gca act tac caa aat gat tta act ggt att teg 240 
Met Val Trp Arg Asp Ala Thr Tyr Gin Asn Asp Leu Thr Gly He Ser 
" 70 75 80 

aat gee act tgt ggc gtc ttc tta tat gat atg gat caa tta gat gac 288 
Asn Ala Thr Cys Gly Val Phe Leu Tyr Asp Met Asp Gin Leu Asp Asp 
85 90 ^ 



95 



ggc tct gee ttt gaa att ggc ttc atg cgt gcg atg cat aag ccg gtg 
Gly Ser Ala Phe Glu He Gly Phe Met Arg Ala Met His Lys Pro Val 
100 105 110 



ttt gaa aaa eta get gat tat aac ttc aac gaa tgt cct ttt aat cca 
Phe Glu Lys Leu Ala Asp Tyr Asn Phe Asn Glu Cys Pro Phe Asn Pro 

150 155 160 

gtt cgc ggt tac ggt ate tat taa 
Val Arg Gly Tyr Gly He Tyr 
165 



336 



ate ttg gtg cca ttc act gag cat ccc gaa aaa gaa aag aaa atg aac 384 

He Leu Val Pro Phe Thr Glu His Pro Glu Lys Glu Lys Lys Met Asn 
115 120 125 

ctg atg ate gca caa ggc gta ace acc ate att gat ggc aat act gaa 432 

Leu Met He Ala Gin Gly Val Thr Thr He He Asp Gly Asn Thr Glu 
130 135 140 



480 



504 



<210> 4 
<211> 167 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus helvetieus PTD 
<400> 4 

Met Lys Ala Val Val Pro Thr Gly Lys He Tyr Leu Gly Ser Pro Phe 
^5 10 15 

Tyr Ser Asp Ala Gin Arg Glu Arg Ala Ala Lys Ala Lys Glu Leu Leu 
20 25 30 

Ala Lys Asn Leu Ser He Ala His Val Phe Phe Pro Phe Asp Asp Gly 
35 40 45 

Phe Thr Asp Pro Asp Glu Lys Asn Pro Glu He Gly Gly He Arg Ser 
50 55 50 

Met Val Trp Arg Asp Ala Thr Tyr Gin Asn Asp Leu Thr Gly He Ser 
" 70 75 80 

Asn Ala Thr Cys Gly Val Phe Leu Tyr Asp Met Asp Gin Leu Asp Asp 
85 90 95 
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Gly Ser Ala Phe Glu lie Gly Phe Met Arg Ala Met His Lys Pro Val 
100 105 

He Leu Val Pro Phe Thr Glu His Pro Glu Lys Glu Lys Lys Met Asn 
115 120 125 

Leu Met He Ala Gin Gly Val Thr Thr He He Asp Gly Asn Thr Glu 
130 135 140 

Phe Glu Lys Leu Ala Asp Tyr Asn Phe Asn Glu Cys Pro Phe Asn Pro 
145 150 155 

Val Arg Gly Tyr Gly He Tyr 
165 



<210> 5 
<211> 516 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus fermentuiu NTD 



<220> 
<221> CDS 
<222> (1). 



. (504) 



<400> 5 

ttg aaa aat acc gac cca gtt get aac act aaa att tac ctg get acc 48 
Leu Lys Asn Thr Asp Pro Val Ala Asn Thr Lys He Tyr Leu Ala Thr 
^5 10 15 

age ttc ttc aac gaa gaa caa cgt gcc cge ate cet caa get eta gee 96 
Ser Phe Phe Asn Glu Glu Gin Arg Ala Arg He Pro Gin Ala Leu Ala 
20 25 30 

caa eta gaa gcc aac ccg act gtc ggc gtt gtt cac cag cca ttc gat 144 
Gin Leu Glu Ala Asn Pro Thr Val Gly Val Val His Gin Pro Phe Asp 
35 40 45 

ttc caa tat aaa gat gca cge gta gac tec gat cct gcc ggc gtc ttt 192 
Phe Gin Tyr Lys Asp Ala Arg Val Asp Ser Asp Pro Ala Gly Val Phe 
50 .55 60 

ggc age etc gaa tgg caa att gcc act tac aat aac gac etc aac gcg 240 
Gly Ser Leu Glu Trp Gin He Ala Thr Tyr Asn Asn Asp Leu Asn Ala 
" 70 75 80 

gta gga act tec gat gtc tgc gtt get tta tac gat atg gac caa att 288 
Val Gly Thr Ser Asp Val Cys Val Ala Leu Tyr Asp Met Asp Gin He 
85 90 95 

gac gaa gga att tgt atg gaa ate ggc atg ttc gtc gee etc cat aaa 336 
Asp Glu Gly He Cys Met Glu He Gly Met Phe Val Ala Leu His Lys 
100 105 110 



cct ate gtt tta eta cct ttt act aag aaa gat aag tet get tat gaa 384 

Pro He Val Leu Leu Pro Phe Thr Lys Lys Asp Lys Ser Ala Tyr Glu 
115 120 125 

get aac eta atg eta gca egg ggt gta act ace tgg ttg gaa cet aat 432 

Ala Asn Leu Met Leu Ala Arg Gly Val Thr Thr Trp Leu Glu Pro Asn 
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130 135 



140 



tl^ ^""^ ^^"^ ^^"^ ""^^ ^tg get caa 48o" 

Asp Phe Ser Pro Leu Lys Asp Phe Asn Phe Asn His Pro Met Ala Gin 

150 155 160 

cct ttc cca cca ttc aag gtt ttc taactaacct aa ^ 
Pro Phe Pro Pro Phe Lys Val Phe 

165 



<210> 6 
<211> 168 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus fermentum NTD 

<400> 6 

Leu Lys Asn Thr Asp Pro Val Ala Asn Thr Lys He Tyr Leu Ala Thr 
15 10 15 

Ser Phe Phe Asn Glu Glu Gin Arg Ala Arg He Pro Gin Ala Leu Ala 
20 25 30 

Gin Leu Glu Ala Asn Pro Thr Val Gly Val Val His Gin Pro Phe Asp 
35 40 45 

Phe Gin Tyr Lys Asp Ala Arg Val Asp Ser Asp Pro Ala Gly Val Phe 
5^ 55 60 

Gly Ser Leu Glu Trp Gin He Ala Thr Tyr Asn Asn Asp Leu Asn Ala 

70 75 80 

Val Gly Thr Ser Asp Val Cys Val Ala Leu Tyr Asp Met Asp Gin He 
85 90 95 

Asp Glu Gly He Cys Met Glu He Gly Met Phe Val Ala Leu His Lvs 
100 105 • 110 

Pro He Val Leu Leu Pro Phe Thr Lys Lys Asp Lys Ser Ala Tyr Glu 
115 120 125 

Ala Asn Leu Met Leu Ala Arg Gly Val Thr Thr Trp Leu Glu Pro Asn 
130 135 

Asp Phe Ser Pro Leu Lys Asp Phe Asn Phe Asn His Pro Met Ala Gin 

155 

Pro Phe Pro Pro Phe Lys Val Phe 
165 



<210> 7 
<211> 255 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus crispatus NTD 

<220> 

<221> CDS 

<222> (3) . . (254) 
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<4 00> 7 

ac aac cag tac aag ggt ate cgc gtt gat gaa cac cct gaa tac ttg 47 

Asn Gin Tyr Lys Gly lie Arg Val Asp Glu His Pro Glu Tyr Leu 
1 5 10 15 

cac gac att gaa tgg gca tea get acc tac cat aac gac tta gta gaq 95 
His Asp He Glu Trp Ala Ser Ala Thr Tyr His Asn Asp Leu Val Glv 
20 25 30 

att aag tec age gac ate atg ctt ggc gtt tac ttg cct gaa gaa gaa 143 
He Lys Ser Ser Asp He Met Leu Gly Val Tyr Leu Pro Glu Glu Glu 
35 40 45 



gat gtt ggt ctg gga atg gaa ctt ggc tat gee ctt tea aaa ggc aag 
Asp Val Gly Leu Gly . Met Glu Leu Gly Tyr Ala Leu Ser Lys Gly Lys 
^0 55 60 

tac ate ttg ttg gta att cct gat gaa gat tac ggt aag eca ate aac 
Tyr He Leu Leu Val He Pro Asp Glu Asp Tyr Gly Lys Pro He Asn 
65 70 75 

tta atg age. tgg ggc a 
Leu Met Ser Trp Gly 
80 



<210> 8 
<211> 84 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus crispatus NTD 
<400> 8 

Asn Gin Tyr Lys Gly lie Arg Val Asp Glu His Pro Glu Tyr Leu His 
^ 5 - . 10 



15 



Asp He Glu Trp Ala Ser Ala Thr Tyr His Asn Asp Leu Val Glv He 
20 25 30 

Lys Ser Ser T^p He Met Leu Gly Val Tyr Leu Pro Glu Glu Glu Asp 
35 40 45 

Val Gly Leu Gly Met Glu Leu Gly Tyr Ala Leu Ser Lys Gly Lys Tyr 
^0 55 60 

He Leu Leu Val He Pro Asp Glu Asp Tyr Gly Lys Pro He Asn Leu 

70 75 80 

Met Ser Trp Gly 



191 



239 



255 



<210> 9 
<211> 399 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus amylovorus NTD 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(399) 



r>/ii 
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<4 00> 9 

atg gaa get tta aaq aag aac cct act- ni-i- ^^r^ 

Met «a ^ ^„ ;S ^« .,t Jjc „ 

gtc cca ctt gat aac caa tac aaa ggc ate cac ott n^i^ 

V,l P.O I^u Ajp A.„ Ty. Ly. gy III " 
^° 25 30 

Jy.' m L" I" IS s - 



144 



192 



S?J lit S L%» ?2 - SI ?S ?S - S 

Su s- iL" LI IS IS i- it; z tii -° 

^° 75 80 

s." Ill III ^y^ x'Ji til s: l« 1:= i,- j-: is jy^ 

^0 95 

s„= si? l-? is ?s ^= 



384 



age gaa ttg aaa gac ttc gac ttt aac aga cct cgc ttc aac ttl- 
Ser Glu I.U Lys A^p Phe Asp Phe As„ A^g P.o A^g PJe ^n' Phe T^r 

gat ggt get gtc tat 

Asp Gly Ala Val Tyr 399 
130 



<210> 10 
<211> 133 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus araylovorus NTD 



Met Glu Ala Leu Lys Lys Asn Pro Thr Val Asp Leu Glu Asn Ser Tyr 



<400> 10 

U-a Leu Lys Lys Asn Pro Thr > 

^ 10 15 

val Pro Leu Asp Asn Gin Tyr Lys Gly He Arg Val Asp Glu His Pro 

25 30 

Glu Tyr Leu His Asp He Glu Trp Ala Ser Ser Thr Tyr His Asn Asp 
■^^ 40 45 ^ 

Leu val Gly He Lys Ser Ser Asp Val Met Leu Gly Val Tyr Leu Pro 

55 60 

Glu Glu Glu Asp val Gly Leu Gly Met Glu Leu Gly Tyr Ala Leu Ser 

75 80 

Gin Gly Lys Tyr lie Leu Leu Val He Pro Asp Glu Asp Tyr Gly Lys 
65 90 95 ^ 
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Pro lie Asn Leu Met Ser Trp Gly Val Cys Asp Asn Val lie Lys lie 
100 105 

Ser Glu Leu Lys Asp Phe Asp Phe Asn Arg Pro Arg Phe Asn Phe Tvr 
115 , 120 125 

Asp Gly Ala Val Tyr 
130 



<210> 11 
<211> 480 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus acidophilus NTD 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(480) 

<400> 11 

atg atg gca aaa aca aaa act tta tat ttc ggc get ggt tgg ttt aat 4R 
Met Met Ala Lys Thr Lys Thr Leu Tyr Phe Sy Ala lly ill Phe Asn 
15 10 ^5 

gaa aag caa aat aag get tat aaa gca get atg gaa get tta aaa eaa 96 
Glu Lys Gin Asn Lys Ala Tyr Lys Ala Ala Met Glu Ala Leu Lvs Gin 
20 25 30 

aac cet act gtt gat ttg gaa aat agt tat gtt cca ctt gaa aat caa 144 
Asn Pro Thr Val Asp Leu Glu Asn Ser Tyr Val Pro Leu Glu Asn Gin 

45 



35 40 



tat aaa gat att cgt gtt gat gaa cat cct gaa tac tta cac gac att 
Tyr Lys Asp lie Arg Val Asp Glu His Pro Glu Tyr Leu His Asp lie 
50 55 60 

?f ^ ff^ ^''^ ^'^^ ''^'^ tta att ggt ate aaa tct 

Glu Trp Ala Ser Ala Thr Tyr His Asn Asp Leu lie Gly lie Lys Ser 

70 75 80 

tea gat att atg tta ggg gtt tac tta cct gaa gaa gaa gat gtt ggt 
Ser Asp He Met Leu Gly Val Tyr Leu Pro Glu Glu Glu Asp Val Gly 
85 90 95 

ctt ggt atg gaa ctt ggc tac gca tta tea caa ggc aaa tat ate tta 
Leu Gly Met Glu Leu Gly Tyr Ala Leu Ser Gin Gly Lys Tyr He Leu 



100 105 



110 



etc gtt att cct gae gaa gat tat ggc aag cct ate aac ttg atg agt 
Leu Val He Pro Asp Glu Asp Tyr Gly Lys Pro He Asn Leu Met Ser 
115 120 125 

tgg ggt gta tgt gat aac get att aag ate age gaa ttg aag gac ttc 
Trp Gly Val Cys Asp Asn Ala He Lys He Ser Glu Leu Lys Asd Phe 
130 135 140 



gac ttc aat aag eea ege ttt aac ttc tat gat ggc get gta tat taa 
Asp Phe Asn Lys Pro Arg Phe Asn Phe Tyr Asp Gly Ala Val Tvr 
145 150 155 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 
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<210> 12 
<211> 159 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus acidophilus NTD 
<400> 12 

Met Met Ala Lys Thr hys Thr Leu Tyr Phe Gly Ala Gly Trp Phe Asn 
^ ^ 10 15 

Glu Lys Gin Asn Lys Ala Tyr Lys Ala Ala Met Glu Ala Leu Lys Gin 

25 30 

Asn Pro Thr Val Asp Leu Glu Asn Ser Tyr Val Pro Leu Glu Asn Gin 
35 40 45 

Tyr Lys Asp lie Arg Val Asp Glu His Pro Glu Tyr Leu His Asp He 

55 50 

Glu Trp Ala Ser Ala Thr Tyr His Asn Asp Leu He Gly He Lys Ser 
" 70 75 80 

Ser Asp He Met Leu Gly Val Tyr Leu Pro Glu Glu Glu Asp Val Gly 
85 90 93 

Leu Gly Met Glu Leu Gly Tyr Ala Leu Ser Gin Gly Lys Tyr He Leu 
100 105 ^ ^^"^ 

Leu Val He Pro Asp Glu Asp Tyr Gly Lys Pro He Asn Leu Met Ser 
115 120 125 

Trp Gly Val Cys Asp Asn Ala He Lys He Ser Glu Leu Lys Asp Phe 

135 140 

Asp Phe Asn Lys Pro Arg Phe Asn Phe Tyr Asp Gly Ala Val Tvr 
1^^ 150 155 ^ 



<210> 13 
<211> 795 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus helveticus NTD 

<220> 

<221> CDS 

<222> (140) . . (616) 

<220> 

<^^^> n^signifie n'in^orte quel nucleotide : a, c ou 
<400> 13 

aaaaaaattt tcagtattag tcattgaatt ttaccttcca ttatggaatt actattttta 60 

gcgtaagtta acaagacgtt tttttcaatc gaaaatatgt taaagttaat tcgtcagcaa 120 

tttttatggg ganaaaatt atg aac aag aaa aag act tta tat ttt ggt gcc 172 

Met Asn Lys Lys Lys Thr Leu Tyr Phe Gly Ala 
^ ^ 10 
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ggt tgg ttt aat gaa aag caa aac aaa get tac aaa gaa gca atg gca 220 
Gly Trp Phe Asn Glu Lys Gin Asn Lys Ala Tyr Lys Glu Ala Met Ala 



15 20 



25 



get tta aaa gaa aat cca aca gtt gat tta gaa aat agt tat gtg ccc 268 
Ala Leu Lys Glu Asn Pro Thr Val Asp Leu Glu Asn Ser Tyr Val Pro 
30 35 40 

ctt gaa aac caa tac aag ggt att cgc att gat gaa cat cca gaa tac 316 
Leu Glu Asn Gin Tyr Lys Gly lie Arg lie Asp Glu. His Pro Glu Tvr 

50 55 . ^ 

ttg cac aac att gaa tgg get tct gca acc tac cac aat gat tta qta 364 
Leu His Asn lie Glu Trp Ala Ser Ala Thr Tyr His Asn Asp Leu Val 
60 65 70 75 

gga att aag act tct gat gtc atg ctt ggc gta tat ttg cca gaa gaa 412 
Gly He Lys Thr Ser Asp Val Met Leu Gly Val Tyr Leu Pro Glu Glu 
80 85 



90 



gaa gac gtc ggc tta ggc atg gaa ctg ggc tac gca tta tct caa qga 
Glu Asp Val Gly Leu Gly Met Glu Leu Gly Tyr Ala Leu Ser Gin Glv 
95 100 



105 



4 60 



508 



556 



604 



aaa tat att tta ttg gtt ate cca gat gaa gat tac ggc aag cca ate 
Lys Tyr lie Leu Leu Val He Pro Asp Glu Asp Tyr Gly Lys Pro He 
3-10 115 120 

aac tta atg age tgg ggc gtt tgt gac aat gcc ate aag ate agt gaa 
Asn Leu Met Ser Trp Gly Val Cys Asp Asn Ala He Lys He Ser Glu 
125 130 135 

tta aaa gac ttc gac ttt aac aag cct cgc tac aat ttc tac gac gga 
Leu Lys Asp Phe Asp Phe Asn Lys Pro Arg Tyr Asn Phe Tyr Asp Glv 
140 145 150 • 155 

get gta tat taa aaaataagca aactaaatga cctatcgctt aaaaattqca 656 
Ala Val Tyr ^ ^ 

ataggtcatt ttttaatatt atctgtcatg tataaaatct ttcttaataa atatactcca 716 
agtgattttc caaaaaaatt attattctat acccacttca tatggaagtc cgagtcactt 776 
atgtaaatca tatatcact 

<210> 14 

<211> 158 

<212> PRT 

<213> Lactobacillus helveticus NTD 

<400> 14 

Met Asn Lys Lys Lys Thr Leu Tyr Phe Gly Ala Gly Trp Phe Asn Glu 
1 5 'in 



15 



Lys Gin Asn Lys Ala Tyr Lys Glu Ala Met Ala Ala Leu Lys Glu Asn 
20 25 30 

Pro Thr Val Asp Leu Glu Asn Ser Tyr Val Pro Leu Glu Asn Gin Tyr 
35 40 45 
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Lys Gly He Arg He Asp Glu His Pro Glu Tyr Leu His Asn He Glu 

60 

Trp Ala Ser Ala Thr Tyr His Asn Asp l.u Val Gly He Lys Thr Ser 



" 80 



Asp Val Met Leu Gly Val Tyr Leu Pro Glu Glu Glu 



85 



90 



Asp Val Gly Leu 



=ly «et Glu L.U «y ry. ^ .eu ser Gin OX, r.ys Ty. 11, u>u Leu 

105 -^3^0 

val He Pro Asp Glu Asp Tyr Gly Lys Pro He Asn Leu Met Ser Trp 

XdU 2.25 

Gly val Cys Asp Asn Ala lie Lys He Ser Glu Leu Lys Asp Phe Asp 

140 

Phe Asn Lys Pro Arg Tyr Asn Phe Tyr Asp Gly Ala Val Tyr 



155 



<210> 15 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus leichmannii NTDl 
<400> 15 

agacgatcta cttcggtg 

<210> 16 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus leichmannii NTD2 
<4 00> 16 

acggcacctt cgtagaag 



18 



18 
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Demande internaUonale No. PCT>FR 02 ;03120 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIOUES SUR PCT/ISA/ 210 



L' administration chargee de la recherche internationale a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande internationale, a 
savoir: 

1. revendi cations: 1,8-16,21,26-37 parti el lement et, 2,17, 
22 completement 



Polypeptide isole ou purifie de Lactobacillus ayant au moins 
une activite N-deoxyrlbosyltranferase de sequences d'acides 
amines choisi parmi les sequences SEQ.ID.N.2; 
polynucleotides choisis parmi les sequences SEQ.ID.N.l, 
vecteur, amorces, sondes, bacterie transforme par le vecteur 
contenant un des polynucleotides choisis parmi les sequences 
SEQ.ID.N.l, anticorps monoclonal, procede de synthese in 
vitro ou in vivo de desoxyribonucleotides catalise par une 
deoxyribosyl transferase choisi parmi les sequences 
SEQ.ID.N.2. 



2, revendi cations: 1,8-16,21,26-37 partiel lement et, 3,18, 
23 completement 



Polypeptide Isole ou purifie de Lactobacillus ayant au moins 
une activite N-deoxyribosyltranf erase de sequences d'acides 
amines choisi parmi les sequences SEQ.ID.N.4; 
polynucleotides choisis parmi les sequences SEQ.ID.N.3, 
vecteur, amorces, sondes, bacterie transforme par le vecteur 
contenant un des polynucleotides choisis parmi les sequences 
SEQ.ID.N.3, anticorps monoclonal, procede de synthese in 
vitro ou in vivo de desoxyribonucleotides catalise par une 
deoxyribosyl transferase choisi parmi les sequences 
SEQ.ID.N.4. 



3, revendi cations: 1,8-16,21,26-37 partiel lement et, 4,19, 
24 completement 



Polypeptide isole ou purifie de Lactobacillus ayant au moins 
une activite N-deoxyribosyltranf erase de sequences d*acides 
amines choisi parmi les sequences SEQ.ID.N.6; 
polynucleotides choisis parmi les sequences SEQ.ID.N.5, 
vecteur, amorces, sondes, bacterie transforme par le vecteur 
contenant un des polynucleotides choisis parmi les sequences 
SEQ.ID.N.5, anticorps monoclonal, procede de synthese in 
vitro ou in vivo de desoxyribonucleotides catalise par une 
deoxyribosyltransferase choisi parmi les sequences 
SEQ.ID.N.6. 



4. revendications: 1,8-16,21,26-37 partiel lement et, 5 completement 
Polypeptide isole ou purifie de Lactobacillus ayant au moins 
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une actlvite N-deoxyr1bosyl tranferase de sequences d'acldes 
amines choisi parmi les sequences SEQ.ID.N.8; 
polynucleotides choisis parmi les sequences SEQ.ID.N.7, 
vecteur, amorces, sondes, bacterie transforme par le vecteur 
contenant un des polynucleotides choisis parmi les sequences 
SEQ.ID.N.7, anticorps monoclonal, precede de synthese in 
vitro ou in vivo de desoxyribonucleotides catalise par une 
deoxyribosyl transferase choisi parmi les sequences 
SEQ.ID.N.8. 



5. revendications: 1,8-16,21,26-37 partiellement et 6 completement 

Polypeptide isole ou purifie de Lactobacillus ayant au molns 
une activite N-deoxyribosyltranferase de sequences d'acides 
amines choisi parmi les sequences SEQ.ID.N.IO; 
polynucleotides choisis parmi les sequences SEQ.ID.N.9, 
vecteur, amorces, sondes, bacterie transforme par le vecteur 
contenant un des polynucleotides choisis parmi les sequences 
SEQ.ID.N.9, anticorps monoclonal, procede de synthese in 
vitro ou in vivo de desoxyribonucleotides catalise par une 
deoxyribosyl transferase choisi parmi les sequences 
SEQ.ID.N.IO. 



6. revendications: 1,8-16,21,26-37 partiellement et, 7,20, 
25 completement 



Polypeptide isole ou purifie de Lactobacillus ayant au moins 
une activite N-deoxyribosyltranferase de sequences d'acides 
amines choisi parmi les sequences SEQ.ID.N.12; 
polynucleotides choisis parmi les sequences SEQ.ID.N.ll, 
vecteur, amorces, sondes, bacterie transforme par le vecteur 
contenant un des polynucleotides choisis parmi les sequences 
SEQ.ID.N.ll, anticorps monoclonal, procede de synthese in 
vitro ou In vivo de desoxyribonucleotides catalise par une 
deoxyribosyl transferase choisi parmi les sequences 
SEQ.ID.N.12. 
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Cadre I Observations - lorsqu'il a dte estimd que certaines revendications ne pouvaient pas faire l*ob|et d'urte recherch & 
(suite du point 1 de la premiere feuille) ' 



Conformemeni a fartlcle i7.2)a). certaines revendications n'oni pas rait f'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 
1. f I Les revendications 

se rapportent a un objet a regard duquel radministration n'esi pas tenue de proceder a la recherche. & savoir: 



□ 



Les revencfications 

se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas sufflsamment les condmons prescrltes pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectu^. en partlculler: 



□ 



Les revencfications n°^ 

sont des revendications d6pendantBs et ne sent pas redig6es conform6ment aux disposilions de la deuxieme et de la 
troisidrne phrases de la regie 6 A. a). 



Cadre II Observations - lorsquMI y a absence d*unlt6 de I'lnvention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L 'administration chargee de la recherche Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoir: 



voir feuille supplemental re 



^ * I Y I ^Of"'"^ toutes les taxes addilionnelles ont ete pay6es dans les delais par le d6posanl, le present rapport de recherche 
jnternationale porte sur toutes les revendications pouvant faire robjet d*une recherche. 



□ 



Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui sV pr&taient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifianl une taxe additionnelle, ('administration n'a sollidte le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3- I I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a 6t6 pay6e dans les deials par le deposant. le present 
— rappon de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n ^ 



4. rj Aucune taxe addi«onneDe demandee n*a §16 pay6e dans les d6lais par le deposant. En consequence, le present rapport 
— de recherche iniernationale ne porte que sur Tinvention mentionn^e en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n ^ 



Remarque quant a la reserve 



I I Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une resen^e de ta part du deposar i 
I X I L^ paiement des taxes additionnelles n'^tali assort! d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/lSA/210 (suite de la premiere feuille (Juillei 1998) 



BNSCXX^IO: <WO 03025 163AcJ_> 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Renseignements relatlts aux i|^brasde families de brevels 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 


Date de 
publication 


Membre(s) de la 
lamille de brevet(s) 


Datede 
publication 


WO Ull4bOD 


A 

A 


01-03-2001 


All 

All 


d5/i /uu 


A 


19-03-2001 








CA 


2382462 


Al 


Ol-Oo-ZOOl 








WO 


0114566 


A2 


01-03-2001 








EP 


1206551 


A A 

A2 


22-05-2002 








HU 


A O A O A /I rt 

0203049 


A A 

A2 


28-12-2002 








JP 


A A A** r A"7 AT 1 

2003507071 


T 


25-02-2003 


US 6087132 


Jl 

A 


11-07-2000 


DE 


il A O A r OA 

4020529 


Al 


21-03-1991 








AT 


161286 


T 


15-01-1998 








AU 


6279390 


A 


18-04-1991 








WO 


9104322 


Al 


04-04-1991 








DE 


59010784 


Dl 


29-01-1998 








DK 


491739 


T3 


24-08-1998 








EP 


0491739 


Al 


Al AT 1 AAA 

01-07-1992 








EP 


0816508 


Al 


07-01-1998 








ES 


2110418 


T3 










JP 


3032289 


82 


10-04-2000 








JP 


7500481 


T 


19-01-1995 


JP 2002051781 


A 


19-02-2002 


AUCUN 







>emand^Mernationafe No 

PCT/W 02/03120 



Foimulaire PCT/tSA/210 (anneiie lamiltes da bfevets) Ouiliei 1992) 



